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Desde la identificación en 1997 de la proteína desacoplante 3 (UCP3), se han postulado 
diferentes hipótesis en relación a su función y se han realizado numerosos estudios 
encaminados a determinar los factores que regulan la expresión y la activación de esta 
proteína. En el presente trabajo de tesis doctoral se ha intentado determinar el posible papel 
protector de la proteína UCP3 frente al estrés oxidativo en el músculo esquelético y el corazón 
de ratón a través de la medida de la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones en presencia del radical superóxido y del compuesto 4-hidroxinonenal (HNE), ambos 
descritos previamente como activadores de las proteínas desacoplantes. Estas medidas se 
realizaron en mitocondrias aisladas a partir de ratones de tipo silvestre en las que la proteína 
UCP3 se expresaba a niveles basales, en mitocondrias aisladas a partir de estos mismos 
ratones tras la administración de endotoxina con el fin de incrementar los niveles de expresión 
de la UCP3, y en mitocondrias que no expresaban esta proteína al provenir de ratones 
mutantes deficientes en la UCP3. Los resultados obtenidos en las mitocondrias de músculo 
esquelético indicaron que el aumento en la conductancia de la membrana mitocondrial interna 
a los protones en presencia del radical superóxido estaba catalizado por el transportador de 
nucleótidos de adenina (ANT), mientras que el aumento inducido por el HNE estaba catalizado 
parcialmente por la UCP3 y parcialmente por el ANT. Sin embargo, en las mitocondrias de 
corazón, la activación inducida por el HNE no estaba catalizada a través de la UCP3, sino que 
el incremento en la conductancia a los protones estaba mediado por el ANT y otras vías 
diferentes a este transportador y a la UCP3. Por otro lado, el papel protector de la UCP3 frente 
al estrés oxidativo se determinó también en los procesos de isquemia-reoxigenación mediante 
la aplicación de un protocolo de anoxia-reoxigenación en cardiomiocitos neonatales de rata 
transfectados con el gen que codifica la proteína UCP3 y en mitocondrias aisladas a partir del 
corazón de ratones de tipo silvestre, con un nivel basal de expresión de la UCP3, y mutantes 
deficientes en la expresión de la UCP3. Los resultados indicaron que la expresión de la 
proteína UCP3 en los cardiomiocitos neonatales de rata y en las mitocondrias aisladas a partir 
del corazón de ratón en presencia de succinato se asociaban a una mejor recuperación de la 
función respiratoria tras un proceso de anoxia-reoxigenación. Sin embargo, en presencia de 
ADP, la expresión de la UCP3 dificultaba la recuperación de la función respiratoria tras un 
proceso de anoxia-reoxigenación en las mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratón. 
Finalmente, se estudió la presencia de la óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS) en el 
músculo esquelético de ratones tratados con endotoxina mediante la detección del efecto 
inhibidor del óxido nítrico sobre la respiración, utilizando respirometría de alta resolución. Se 
observó una inhibición de la respiración a concentraciones de oxígeno bajas (10 µM) y un 
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Since the identification of the uncoupling protein 3 (UCP3) in 1997, different theories have 
emerged with the aim of explaining the function of this protein, and different studies have been 
performed in order to identify the factors that regulate the expression and activation of UCP3. In 
this study, the protective role of UCP3 against oxidative stress in mice skeletal muscle and 
heart has been evaluated by measuring the proton conductance of the mitochondrial inner 
membrane in the presence of superoxide radical and the compound 4-hydroxynonenal (HNE), 
which have been previously characterized as uncoupling proteins activators. These assays 
were performed on mitochondria isolated from wild-type mice in which UCP3 was expressed at 
the basal level, on mitochondria isolated from wild-type mice after endotoxin administration with 
the aim of up-regulating UCP3 expression, and on mitochondria isolated from mutant mice 
deficient in UCP3 expression. The results obtained in skeletal muscle mitochondria isolated 
from wild-type mice showed that superoxide-induced increase in the proton conductance of the 
mitochondrial inner membrane was catalysed by the adenine nucleotide translocase (ANT), 
while the experiments carried out on skeletal muscle mitochondria isolated from wild-type and 
UCP3-deficient mice revealed that HNE-stimulated proton leak was partially catalysed by UCP3 
and partially catalysed by ANT. However, HNE-induced proton conductance in mice heart 
mitochondria was not mediated by UCP3, instead of that, uncoupling occurs through ANT and 
other pathways. Besides, the protective role of UCP3 against oxidative stress was assessed in 
ischemia-reperfusion processes by using an anoxia-reoxigenation protocol in rat neonatal 
cardiomyocytes transfected with ucp3 gene and in heart mitochondria isolated from wild-type 
mice, which express basal levels of UCP3 protein, and heart mitochondria isolated from UCP3-
deficient mice. Our results indicated that UCP3 expression in rat neonatal cardiomyocytes and 
in mice heart mitochondria that have been incubated with succinate correlated with an improved 
recovery of respiratory function after an anoxia-reperfusion process. However, in the presence 
of ADP, UCP3 expression in mice heart mitochondria impaired the recovery of respiratory 
function after an anoxia-reperfusion process. Finally, the presence of mitochondrial nitric oxide 
synthase (mtNOS) in skeletal muscle of endotoxin-treated mice was assessed by studying the 
inhibitory effect of nitric oxide on respiration using high-resolution respirometry. We observed an 
inhibition of respiration at low oxygen concentrations (10 µM) and an increase in the value of p50 
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1. EL DESACOPLAMIENTO MITOCONDRIAL 
 
 
1.1. LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA 
La mitocondria es un orgánulo presente en el citoplasma de las células eucariotas, encargado 
de suministrar la mayor parte de la energía necesaria para la actividad celular mediante el 
proceso denominado fosforilación oxidativa. Las rutas metabólicas del catabolismo celular (el 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos, la β-oxidación de los ácidos grasos y la oxidación de los 
aminoácidos) conducen a la síntesis de los donadores de electrones NADH y FADH2. Estos 
sustratos, en la matriz mitocondrial,  donan sus electrones a una serie de proteínas localizadas 
en la membrana mitocondrial interna y agrupadas en complejos que constituyen la cadena de 




























































Figura I.1. Esquema de la cadena de transporte de electrones y la ATP sintasa en la membrana mitocondrial interna. Asociado al flujo 
de electrones (e-) se crea un gradiente de protones (∆ρ) a ambos lados de la membrana mitocondrial interna que es utilizado por la 
ATP sintasa para la síntesis de ATP en la matriz mitocondrial a partir de ADP y fósforo inorgánico (Pi). 
 
En la cadena de transporte de electrones, el Complejo I o NADH deshidrogenasa recibe los 
electrones del NADH mientras que el Complejo II o succinato deshidrogenasa recibe los 
electrones del FADH2. Ambos complejos ceden a su vez los electrones a la coenzima Q o 
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complejo, los electrones son cedidos al citocromo c y al Complejo IV o citocromo c oxidasa. 
Esta enzima transfiere finalmente los electrones al oxígeno molecular para producir 2 
moléculas de agua. La transferencia de electrones a través de la cadena de transporte de 
electrones se encuentra acoplada a un bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia 
el espacio intermembrana, originándose así un gradiente electroquímico de protones (∆ρ) a 
ambos lados de la membrana mitocondrial interna. En esta membrana también se encuentra el 
Complejo de la ATP sintasa, que cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP y fósforo 
inorgánico (Pi) utilizando la energía del gradiente de protones. A este proceso se le denomina 
fosforilación oxidativa (Figura I.1).  
En 1961, Peter Mitchell formuló la denominada hipótesis quimiosmótica de la fosforilación 
oxidativa (Mitchell 1961), en la que describió que la oxidación del NADH y el FADH2, así como 
el consumo de oxígeno a través de la cadena de transporte de electrones se encuentran 
acoplados a la síntesis de ATP, siendo el gradiente electroquímico de protones el nexo de 
unión entre ambos procesos. Peter Mitchell recibió el Premio Nobel de Química en 1978 por la 
formulación de esta teoría.  
 
1.2. LA CONDUCTANCIA DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES 
Como se ha mencionado anteriormente, la oxidación del NADH y el FADH2 por la cadena de 
transporte de electrones se encuentra acoplada a un bombeo de protones desde la matriz 
mitocondrial hacia el espacio intermembrana, generándose así un gradiente electroquímico de 
protones o fuerza protón motriz (∆ρ) a ambos lados de la membrana mitocondrial interna 
(Figura I.1). Durante la fosforilación oxidativa, los protones regresan a la matriz mitocondrial a 
través de la ATP sintasa y la energía de la fuerza protón motriz es utilizada para la síntesis de 
ATP. Sin embargo, algunos protones regresan a la matriz mitocondrial por otras vías 
independientes de la ATP sintasa, provocando una disminución de la fuerza protón motriz no 
acoplada a la síntesis de ATP. A la disociación entre la respiración y la síntesis de ATP se  le 
denomina desacoplamiento mitocondrial. 
El desacoplamiento mitocondrial se asocia al fenómeno de “proton leak” o fuga de protones, 
consistente en que los protones bombeados hacia el espacio intermembrana regresan a la 
matriz a través de vías independientes de la síntesis de ATP (Brand et al., 1994b). La 
importancia fisiológica de la fuga de protones se refleja en el hecho de que supone el 20-30% 
del consumo total de oxígeno en los hepatocitos aislados de rata (Brand et al., 1994b) y 
alrededor del 50% del consumo de total oxígeno en el músculo esquelético de rata (Rolfe and 
Brand 1996). En condiciones basales se ha determinado que la conductancia a los protones del 
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and Brand 1996; 1997), mientras que en situaciones de actividad, como la gluconeogénesis y 
la ureagénesis en el hígado y la contracción tetánica máxima en el músculo, se sigue 
produciendo cierta fuga de protones y la conductancia a los protones supone entonces un 15% 
de la tasa metabólica basal (Rolfe et al., 1999).  
La conductancia basal determina la difusión no catalizada de iones a través de una bicapa 
fosfolipídica (Garlid et al., 1989). Este fenómeno no cumple la ley de Ohm, es decir, no 
depende linealmente de su fuerza motriz (el potencial de membrana), sino que la conductancia 
aumenta en gran medida a potenciales de membrana elevados (Nicholls 1974). Inicialmente se 
consideró que la conductancia basal era un suceso biofísico no catalizado por proteínas, 
aunque posteriormente se ha determinado que varios transportadores mitocondriales, como el 
transportador de adenina y el de glutamato-aspartato, pueden catalizar una fuga de protones 
dependiente de ácidos grasos (Brand et al., 1999).  
La conductancia basal a los protones de la membrana mitocondrial interna se encuentra 
altamente relacionada con la composición de los ácidos grasos de los fosfolípidos de la 
membrana (Brand et al., 1991; Brand et al., 1992; Brand et al., 1994a; Fontaine et al., 1996; 
Porter et al., 1996; Brookes et al., 1998). Sin embargo, al reconstituir vesículas fosfolipídicas a 
partir de lípidos mitocondriales, se determinó que la conductancia a los protones era 
únicamente el 2-25% de la conductancia observada en las mitocondrias de las que provenían 
dichos lípidos y, además, dicho porcentaje no se veía afectado por los cambios en la 
composición de los fosfolípidos (Brookes et al., 1997a; Brookes et al., 1997b). Este hecho 
parecía indicar que, junto con el área de la superficie de la membrana mitocondrial interna y la 
composición de los fosfolípidos, existía otro factor que condicionaba la conductancia a los 
protones de la membrana mitocondrial interna. Este factor podría ser una proteína de la 
membrana mitocondrial interna y, en este contexto, se ha estudiado el papel de las proteínas 
desacoplantes mitocondriales (apartado 2 de la Introducción) (Nicholls et al., 1978; Locke et 
al., 1982; Cannon and Nedergaard 1985; Gong et al., 1997; Boss et al., 1998; Cadenas et al., 
1999; Jekabsons et al., 1999; Nicholls and Rial 1999; Gong et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000; 
Yu et al., 2000; Cadenas et al., 2002; Couplan et al., 2002; Parker et al., 2008a). 
 
En presencia de ciertos compuestos activadores de la conductancia de la membrana 
mitocondrial a los protones como el radical superóxido (Couplan et al., 2002; Echtay et al., 
2002b; Krauss et al., 2003) y el compuesto 4-hidroxinonenal (Echtay et al., 2003; Zhang et al., 
2006b; Parker et al., 2008b) se determina la conductancia inducida. En las mitocondrias del 
tejido adiposo pardo, la conductancia inducida está catalizada por la proteína desacoplante 1 
(UCP1), y es muy dependiente de los ácidos grasos y los nucleótidos (Nicholls 1976; Locke 
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2. LAS PROTEÍNAS DESACOPLANTES 
 
 
Las proteínas desacoplantes mitocondriales o “uncoupling proteins” (UCPs) pertenecen a la 
superfamilia de transportadores de aniones localizados en la membrana mitocondrial interna. 
En esta superfamilia también se incluyen otros transportadores como los de nucleótidos de 
adenina (ANT), fósforo inorgánico (Pi), piruvato, oxoglutarato, glutamato-aspartato, citrato, 
dicarboxilatos, glutamato, glutamina, carnitina y ornitina. En la Tabla I.1 se reflejan los 
transportadores pertenecientes a esta familia que presentan un mayor porcentaje de similitud 
en su secuencia de aminoácidos con la proteína desacoplante 1 (UCP1). 
 
Proteína Nº acceso 
% identidad 
con UCP1 
Función de transporte 
    
UCP1 P25874 100 
Uniporte de H+ y aniones (Cl-, NO3
-) al 
interior de la matriz  
UCP2 P55851 59 
Uniporte de H+ y aniones (Cl-, NO3
-) al 
interior de la matriz 
UCP3 P55916 57 
Uniporte de H+ y aniones (Cl-, NO3
-) al 




Transporte electroneutro de 
dicarboxilatos al interior de la matriz, 
por Pi o compuestos azufrados 
(sulfato, tiosulfato). 
UCP5 o BMCP1 O95258 34 
Uniporte de H+ y aniones (Cl-, NO3
-) al 




Antiporte de 2-oxoglutarato al espacio 
intermembrana, y malato al interior de 
la matriz 
UCP4 O95847 30 
Uniporte de H+ y aniones (Cl-, NO3
-) al 




Antiporte de carnitina al espacio 
intermembrana, y acilcarnitina al 




Antiporte de malato al espacio 
intermembrana, y citrato y un H+ al 




Transporte electroneutro de ornitina al 
interior de la matriz por un H+; 
antiporte de ornitina al interior de la 
matriz, y citrulina al citosol.  
ANT1 P12235 19 
Intercambia el ATP generado en la 
matriz por ADP citoplásmico 
ANT2 P05141 20 
Intercambia el ATP generado en la 
matriz por ADP citoplásmico 
ANT3 P12236 20 
Intercambia el ATP generado en la 




Antiporte de OH- al espacio 
intermembrana y Pi a la matriz; 
simporte de H+ y Pi a la matriz. 
    
Tabla I.1. Representación del grado de identidad en la secuencia de aminoácidos entre la UCP1 y otros miembros de la familia 
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2.1. LA PROTEÍNA DESACOPLANTE UCP1 
 
La primera proteína desacoplante identificada fue la termogenina o proteína desacoplante 1 
(UCP1) (Nicholls et al., 1978). Esta proteína se expresa exclusivamente en el tejido adiposo 
pardo, donde ejerce su función fisiológica en la termogénesis adaptativa. La UCP1 desacopla 
la respiración de la síntesis de ATP, disipando el gradiente de protones y generando calor 
(Nicholls and Locke 1984; Nicholls and Rial 1999; Cannon and Nedergaard 2004). 
 
El tejido adiposo pardo se encuentra en mamíferos de pequeño tamaño, como los roedores, 
así como en neonatos de grandes mamíferos, como los humanos. Su localización en el 
organismo es dispersa, y sus principales depósitos se detectan en la zona interescapular, 
axilar, renal, torácica y cervical. La fuga de protones mediada por la UCP1 desde el espacio 
intermembrana hacia la matriz mitocondrial está controlada por el sistema nervioso 
simpático. Al producirse la estimulación de los receptores β-adrenérgicos por las 
catecolaminas, se activa la UCP1 en los adipocitos del tejido adiposo pardo y, al mismo tiempo, 
aumenta el transporte, movilización y oxidación de sustratos, así como la producción de NADH 
y FADH2. Este aumento en el suministro de sustratos se produce debido a un aumento en el 
transporte de glucosa hacia los adipocitos y a un aumento de la lipólisis (Marette and 
Bukowiecki 1989; Omatsu-Kanbe and Kitasato 1992).  
 
El transporte de protones a través de la membrana mitocondrial interna mediado por la UCP1 
se activa en presencia de ácidos grasos (Nicholls and Rial 1999; Klingenberg et al., 2001). Sin 
embargo, el mecanismo por el cual la función de la UCP1 es activada por los ácidos grasos no 
se encuentra completamente aclarado, y a este respecto se han propuesto dos hipótesis: 
 
1. Los ácidos grasos funcionan como grupos prostéticos de la UCP1, según la hipótesis 
conocida en inglés como “proton-buffering model”, de manera que la UCP1 dispone de 
un canal de translocación a través del cual los protones entran en la matriz 
mitocondrial. Este transporte de protones se realizaría con la ayuda de aminoácidos 
tamponadores que aceptarían protones en el espacio intermembrana y los liberarían en 
la matriz mitocondrial, siendo el papel de los ácidos grasos la donación de protones a 
los aminoácidos tamponadores del canal de translocación (Winkler and Klingenberg 
1994; Gonzalez-Barroso et al., 1998; Klingenberg and Huang 1999; Rial et al., 2004). 
 
2. La UCP1 transporta los ácidos grasos en forma de aniones desde la matriz 
mitocondrial hacia el espacio intermembrana, donde aceptarían un protón. Los ácidos 
grasos en su forma protonada pueden atravesar la membrana mitocondrial mediante 
un proceso de “flip-flop” y regresar a la matriz, donde el protón sería liberado y 
comenzaría de nuevo el ciclo.  Esta hipótesis es conocida en inglés como “fatty acid 
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Por otro lado, la función de transporte de protones de la UCP1 a través de la membrana 
mitocondrial interna se inhibe en presencia de nucleótidos de purina (Nicholls and Rial 1999; 
Klingenberg et al., 2001). Los nucleósidos difosfato y trifosfato como el ATP, el ADP, el GTP y 
el GDP (a diferencia de los nucleósidos monofosfato AMP y GMP) se unen con alta afinidad a 







































Figura I.2. Disipación del gradiente de protones en la membrana mitocondrial interna. La energía contenida en el gradiente de 
protones (∆ρ) es utilizada por la ATP sintasa para la síntesis de ATP, pero el gradiente también es disipado por la UCP1 en el tejido 
adiposo pardo, destinándose dicha energía a la generación de calor. 
 
 
2.2. LAS PROTEÍNAS HOMÓLOGAS DE LA UCP1 
 
Tras la identificación de la UCP1, se describieron otras proteínas cuya secuencia de 
aminoácidos presentaba un alto porcentaje de identidad con la secuencia de la UCP1. En 
1997, se describió una proteína que presentaba un 59% de identidad en su secuencia de 
aminoácidos con la UCP1, que fue denominada proteína desacoplante 2 (UCP2) (Fleury et 
al., 1997). El ARNm de la UCP2 se ha detectado en numerosos tejidos, encontrándose 
fundamentalmente en el bazo, el timo, las células β pancreáticas, el corazón, los pulmones, el 
tejido adiposo blanco y pardo, el estómago y los testículos. En menor cantidad, se ha detectado 
también el ARNm de la UCP2 en el cerebro, los riñones, el hígado y el músculo esquelético 
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numerosos tejidos, la detección de la proteína es mucho más limitada. Así, en tejidos como el 
corazón, el músculo esquelético o el tejido adiposo pardo, no se ha conseguido detectar la 
proteína (Pecqueur et al., 2001). 
 
En el mismo año en el que se determinó la existencia de la UCP2, se describió una nueva 
proteína que presentaba un 57% de identidad en su secuencia de aminoácidos con la UCP1 y, 
a su vez, un 73% de identidad con la secuencia de aminoácidos de la UCP2 (Boss et al., 1997). 
Esta proteína fue denominada proteína desacoplante 3 (UCP3), y tanto la expresión de su 
ARNm  como la propia proteína se han detectado en el músculo esquelético y en el corazón. El 
ARNm de la UCP3 se ha detectado también en el tejido adiposo pardo; sin embargo, la 
expresión de la proteína UCP3 en este tejido es controvertida (Echtay 2007). 
 
La regulación de la actividad de las proteínas UCP2 y UCP3 por los ácidos grasos fue 
estudiada mediante la expresión de estas proteínas en liposomas, determinándose que los 
ácidos grasos ejercían un efecto activador sobre la actividad de las mismas (Jaburek et al., 
1999; Echtay et al., 2001; Zackova et al., 2003). Sin embargo, este efecto no se ha observado 
in vivo (Krauss et al., 2005), y recientemente se ha determinado que en la estructura de la 
UCP1 existe un lazo o “loop” central en la matriz mitocondrial asociado con la alta afinidad con 
la que esta proteína es activada por los ácidos grasos (Jimenez-Jimenez et al., 2006), no 
existiendo dicho lazo en la estructura de la UCP2 y la UCP3. En cambio, existen numerosas 
evidencias experimentales en relación al efecto inhibidor que ejercen los nucleótidos de 
purina sobre la actividad de las proteínas UCP2 y UCP3, tanto en condiciones basales 
(Jaburek et al., 1999; Echtay et al., 2001; Cadenas et al., 2002; Jekabsons et al., 2002; 
Zackova et al., 2003; Parker et al., 2008a), como en presencia del radical superóxido (Echtay et 
al., 2002a; Echtay et al., 2002b; Krauss et al., 2003; Talbot et al., 2004) y el compuesto 4-
hidroxinonenal (Echtay et al., 2003; Parker et al., 2008b), los cuales activan la conductancia a 
los protones mediada a través de estas proteínas (apartados 3.4.3 y 3.4.4. de la Introducción). 
Además, estructuralmente, los aminoácidos de la UCP1 con los que interaccionan los 
nucleótidos de purina al ejercer su efecto inhibidor se encuentran totalmente conservados en 
todas las UCPs (Echtay 2007). 
 
Posteriormente, se describió otro transportador mitocondrial que se expresaba exclusivamente 
en el cerebro y que presentaba alrededor de un 30% de similitud en su secuencia de 
aminoácidos con las proteínas UCP1, UCP2 y UCP3. Esta proteína fue denominada proteína 
desacoplante 4 (UCP4) (Mao et al., 1999). 
 
Previamente a la identificación de la UCP4, se describió un nuevo homólogo de las UCPs que 
se expresaba fundamentalmente en el sistema nervioso central al que se denominó proteína 
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transportador mitocondrial presentaba un porcentaje de identidad del 34, 38 y 39% con la 
secuencia de aminoácidos de la UCP1, la UCP2 y la UCP3, respectivamente (Sanchis et al., 
1998).  
 
Tras la detección de estas proteínas con un alto grado de identidad con la UCP1 en mamíferos, 
se identificó en aves, en concreto en la especie Gallus gallus, una nueva proteína desacoplante 
a la que se denominó avUCP. Esta proteína se expresaba en el músculo esquelético y 
presentaba un 55% de identidad con la UCP1 de mamíferos, y un 70% con la UCP2 y la UCP3 
de mamíferos (Raimbault et al., 2001). Al mismo tiempo, en la especie aviar Eupetomena 
macroura, se describió la proteína desacoplante HmUCP en el músculo, el corazón y el hígado. 
Esta proteína presentaba un 50, 70 y 72% de identidad con la UCP1, la UCP2 y la UCP3 de 
mamíferos, respectivamente (Vianna et al., 2001). 
 
Debido a la clara implicación de la UCP1 en la termogénesis, fue sorprendente la identificación 
de proteínas homólogas de la UCP1 en animales ectotermos, hecho que sugería la implicación 
de las UCPs en otras funciones distintas a la de generar calor. En peces, inicialmente se 
identificó la UCP2 en las especies Danio rerio y Cyprinus carpio. Esta proteína presentaba un 
82% de identidad con la UCP2 de mamíferos, un 70% con la UCP3 y un 60% con la UCP1 
(Stuart et al., 1999). En otro estudio realizado en la especie Oncorhynchus mykiss, se 
identificaron los genes ucp2a y ucp2b (Coulibaly et al., 2006). Posteriormente, en la especie 
Cyprinus carpio, se detectó también la presencia de la UCP3 en el músculo esquelético, y la 
UCP1 fundamentalmente en el hígado (Jastroch et al., 2005). En reptiles, en la especie Lacerta 
vivipara, se describió en el músculo esquelético la proteína repUCP que presentaba un 55, 72 
y 77% de identidad con la UCP1, la UCP2 y la UCP3 de mamíferos, respectivamente, así como 
un 73% de identidad con las UCPs de aves y peces  (Rey et al., 2008). En plantas se describió 
la primera UCP en 1997, en concreto en la especie Solanum tuberosum que fue denominada 
StUCP (Laloi et al., 1997). En otra especie vegetal, Arabidopsis thaliana, se describió otra 
proteína homóloga de las UCPs, AtUCP, que presentaba un 89% de identidad con StUCP 
(Maia et al., 1998). Posteriormente, mediante la utilización de anticuerpos destinados a la 
detección de UCPs en plantas, se detectó un nuevo homólogo de las UCPs en el protozoo 
Acanthamoeba castellanii, denominado AcUCP  (Jarmuszkiewicz et al., 1999). 
 
2.3. LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS UCPS 
 
El control transcripcional de la expresión de los genes de las UCPs determina los niveles de 
expresión de dichas proteínas en los diferentes tejidos. En los últimos años se ha determinado 
que los receptores activados por la proliferación de los peroxisomas o “peroxisome 
proliferator-activated receptors” (PPAR) ejercen un importante papel en la regulación de la 





- 37 - 
En el tejido adiposo pardo se expresan los tres subtipos de los PPAR: PPARα, PPARδ y 
PPARγ. Sin embargo, los pre-adipocitos expresan únicamente PPARδ y PPARγ, no 
detectándose la expresión de PPARα hasta alcanzarse el fenotipo celular claramente 
diferenciado (Valmaseda et al., 1999). Por otro lado, la expresión de los diferentes subtipos de 
PPAR se regula de diferente manera ante un mismo estímulo, como el ácido retinoico, que 
aumenta la expresión de PPARα mientras que disminuye la expresión de PPARγ (Valmaseda 
et al., 1999). La activación de PPARγ induce la diferenciación de los adipocitos en el tejido 
adiposo pardo y blanco, puesto que PPARγ regula la expresión de diversos genes implicados 
en la adipogénesis y en el metabolismo de los lípidos (Rosen et al., 2000). Entre los genes que 
regula PPARγ se encuentra el gen ucp1, el cual está regulado además por los factores de 
transcripción de la familia C/EBP o “CCAAT-enhancer binding protein” (C/EBPα, C/EBPδ y 
C/EBPγ) (Yubero et al., 1994; Sears et al., 1996; Carmona et al., 2005). La expresión del 
coactivador transcripcional 1α de PPARγ o “peroxisome proliferator-activated receptor γ 
coactivator 1α” (PGC-1α) se induce en el tejido adiposo pardo en respuesta a la activación de 
la termogénesis (Puigserver et al., 1998). En este contexto se ha propuesto que PGC-1α se 
encuentra implicado en la diferenciación de los adipocitos pardos y en la regulación de la 
expresión del gen ucp1 coactivando a PPARγ y PPARα (Puigserver et al., 1998; Barbera et al., 
2001). Sin embargo, el papel regulador de PPARδ en la expresión del gen ucp1 en el tejido 
adiposo pardo no se ha determinado claramente por el momento (Villarroya et al., 2007). 
 
En el músculo esquelético y el corazón, la expresión del gen ucp3 se induce a través de 
PPARα en respuesta al catabolismo de los ácidos grasos (Brun et al., 1999; Pedraza et al., 
2000; Finck et al., 2005; Pedraza et al., 2006). En estos tejidos también se ha descrito que 
PPARδ  tiene la capacidad de activar al gen ucp3 (Luquet et al., 2003; Cheng et al., 2004; 
Wang et al., 2004). Tanto PPARα como PPARδ  regulan la expresión del gen ucp3 uniéndose a 
un elemento de respuesta a los PPAR localizado en la región proximal del promotor del mismo 
(Solanes et al., 2003; Pedraza et al., 2006). Por otro lado, al estudiar el papel regulador de 
PPARγ  en la expresión de este gen en el músculo esquelético y el corazón se han obtenido 
resultados contradictorios en diferentes trabajos (Villarroya et al., 2007), destacándose que los 
niveles de expresión del ARNm de la UCP3 no se ven modificados en los ratones en los que se 
ha delecionado la expresión de PPARγ en el músculo esquelético (Hevener et al., 2003). 
 
La expresión del gen ucp2 en el músculo esquelético y el corazón está también regulada por 
PPARα y PPARδ (Villarroya et al., 2007). Sin embargo, la activación de la transcripción de ucp2 
dependiente de ácidos grasos también puede darse a través de mecanismos independientes 
de PPARα y PPARδ  (Chevillotte et al., 2001; Medvedev et al., 2001; Villarroya et al., 2007). 
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unión directa de PPARγ, por lo que podría tratarse de un efecto indirecto (Medvedev et al., 
2001). 
 
Las células β pancreáticas expresan PPARα, PPARδ y PPARγ, aunque su papel regulador de 
la expresión del gen ucp2 en estas células no ha sido claramente establecido (Zhou et al., 
1998). PPARα parece estar implicado en la regulación de la secreción de insulina (Zhou et al., 
1998; Tordjman et al., 2002; Gremlich et al., 2005). Por el contrario, el estudio del efecto de 
PPARγ sobre la expresión del gen ucp2 en las células β pancreáticas ha aportado resultados 
contradictorios, sin detectarse además una unión directa de PPARγ al promotor de ucp2 
(Medvedev et al., 2001). 
 
 
3. LA FUNCIÓN DE LOS HOMÓLOGOS DE LA UCP1 
 
 
A pesar de la numerosa bibliografía existente sobre la la identificación de los homólogos de la 
UCP1, existe mucha controversia en cuanto a la función real de estas proteínas. En este 
capítulo se describen las diferentes funciones en las que se ha implicado a los homólogos de la 
UCP1, en concreto, a la UCP2 y la UCP3.  
 
Tras la identificación en al año 1997 de las proteínas UCP2 y UCP3 como proteínas que 
presentaban un alto grado de identidad en su secuencia de aminoácidos con la UCP1 (Boss et 
al., 1997; Fleury et al., 1997), se han realizado numerosos estudios encaminados a determinar 
los factores que regulan su expresión, función y activación. Sin embargo, a la hora de 
interpretar los resultados obtenidos en muchos de estos trabajos, se debe tener en cuenta que 
los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 o la UCP3 no se relacionan necesariamente 
con los niveles de expresión de dichas proteínas (Sivitz et al., 1999; Pecqueur et al., 2001). Por 
lo tanto, la detección del ARNm de la UCP2 y la UCP3 o los cambios que se puedan 
determinar en sus niveles de expresión deberían ser también confirmados en relación a la 
expresión de la proteína a la hora de asociar un papel bioquímico o fisiológico a la UCP2 y   la 
UCP3 (Echtay 2007). 
 
3.1. LA REGULACIÓN DE LA TERMOGÉNESIS, EL GASTO ENERGÉTICO Y EL PESO CORPORAL 
 
Debido a que la UCP1 cataliza la termogénesis adaptativa en el tejido adiposo pardo de 
numerosos mamíferos induciendo un aumento en la conductancia a los protones de la 
membrana mitocondrial interna (Nicholls and Rial 1999), se ha estudiado la relación entre los 
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control del peso corporal. Sin embargo, en la mayoría de los estudios se han obtenido 
resultados que se oponen a la implicación de ambas proteínas en estos procesos. 
 
La exposición al frío supone una alteración del gasto energético del organismo y conduce a la 
activación de la termogénesis. Sin embargp, en ratones deficientes en la expresión de la UCP2 
(UCP2KO) (Arsenijevic et al., 2000; Zhang et al., 2001) y la UCP3 (UCP3KO) (Gong et al., 
2000) se ha determinado que su respuesta termogénica al frío es similar a la detectada en 
ratones de tipo silvestre.  
 
En situaciones de ayuno o restricción calórica, el gasto energético del organismo disminuye. 
Sin embargo, los niveles de expresión del ARNm de la UCP3 aumentan en ratas sometidas a 
48 (Boss et al., 1998) ó 24 h (Cadenas et al., 1999) de ayuno, detectándose dicho aumento 
también en la expresión de la proteína en este último trabajo. De acuerdo con estos resultados, 
los niveles de expresión de la UCP3 se ven afectados por el ayuno de forma opuesta a la 
esperada en el caso de que esta proteína estuviera implicada en el gasto energético. 
 
En relación al control del peso corporal, no existen diferencias entre los ratones de tipo silvestre 
y mutantes UCP2KO (Arsenijevic et al., 2000; Zhang et al., 2001), ni entre los ratones de tipo 
silvestre y mutantes UCP3KO (Gong et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000; Cadenas et al., 2002). 
Sorprendentemente, los ratones que sobreexpresan la UCP3 presentan un peso corporal 
inferior al detectado en los animales de tipo silvestre a pesar de presentar hiperfagia (Clapham 
et al., 2000). Por otro lado, los ratones UCP2KO (Arsenijevic et al., 2000) y UCP3KO (Vidal-
Puig et al., 2000; Hoeks et al., 2006) responden a una dieta rica en grasas de manera similar a 
los ratones de tipo silvestre. 
 
En ensayos en los que se inoculó tri-iodo-tironina o un β3-agonista a los ratones UCP3KO se 
detectó un aumento en el consumo de oxígeno y en la temperatura corporal similar al 
observado en los ratones de tipo silvestre (Gong et al., 2000). De manera similar, la inoculación 
de noradrenalina a una estirpe de hámster deficiente en la expresión de la UCP3 en el tejido 
adiposo pardo, producía una respuesta termogénica idéntica a la observada en hámsteres de 
tipo silvestre (Liebig et al., 2004). Estos resultados indicaban que la UCP3 no se encuentra 
implicada en la regulación de la temperatura corporal ni en el control de la tasa metabólica  
basal.  
 
Por otro lado, la identificación de proteínas homólogas a la UCP2 y a la UCP3 en organismos 
que no requieren de la termogénesis, como peces, reptiles y plantas (apartado 2.2 de la 
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3.2. EL METABOLISMO DE LOS ÁCIDOS GRASOS 
 
En concordancia con el modelo propuesto por Garlid y colaboradores (Garlid et al., 1996), 
sobre el mecanismo de transporte de protones por la UCP1, se ha sugerido que la UCP3 
podría estar implicada en el transporte de los ácidos grasos desde la matriz mitocondrial 
hacia el espacio intermembrana. Cuando el aporte de ácidos grasos excede la capacidad 
mitocondrial para ser oxidados, se produce la acumulación de acil-coenzima A en la 
mitocondria. En este punto, la acil-coenzima A tioesterasa mitocondrial libera el coenzima A del 
grupo acil-coenzima A, permitiéndose así que el coenzima A vuelva a participar en el ciclo de 
Krebs y en la β-oxidación de los ácidos grasos (Alexson and Nedergaard 1988). En relación a 
este hecho se ha propuesto que la UCP3 ejercería el papel de exportar los aniones de los 
ácidos grasos desde la matriz mitocondrial hacia el citosol, donde serían reactivados por las 
acil-coenzima A sintasas, favoreciendo la disponibilidad de coenzima A y permitiéndose así el 
mantenimiento de una alta tasa de oxidación de los ácidos grasos (Himms-Hagen and Harper 
2001; Bezaire et al., 2007). 
 
Una hipótesis relacionada sugiere que, cuando existe un elevado aporte de ácidos grasos, el 
gradiente de pH facilita su acumulación en el interior de la mitocondria, donde no pueden ser 
metabolizados debido a la ausencia de acil-coenzima A sintasa y ejercen un efecto tóxico. En 
este contexto el transporte de ácidos grasos mediado por la UCP3 ejercería un papel 
protector frente a lipotoxicidad, al evitar su acumulación en la matriz y disminuir la 
posibilidad de que se produzca un daño mitocondrial, considerándose entonces el transporte 
de protones como un efecto secundario asociado al circuito que se establece en la matriz 
mitocondrial de entrada de ácidos grasos protonados y salida de ácidos grasos desprotonados 
(Schrauwen and Hesselink 2004). 
 
Estas hipótesis concuerdan con el hecho de que la UCP3 tiene la capacidad de transportar 
aniones (Garlid et al., 2000; Klingenberg and Echtay 2001; Esteves and Brand 2005) y con la 
observación de un aumento en los niveles de expresión de su ARNm en estados asociados a 
un incremento en el catabolismo de las grasas, como el ayuno o el ejercicio. En este sentido, 
diversos estudios realizados en humanos han determinado que tanto el ayuno (Millet et al., 
1997), como el ejercicio (Schrauwen et al., 2002) o la ingesta de dietas con alto contenido en 
grasa (Schrauwen et al., 2001b) aumentan los niveles de expresión del ARNm de la UCP3. En 
roedores se han obtenido resultados similares al inducir un aumento en el metabolismo de las 
grasas mediante el mantenimiento de los animales en ayuno  (Boss et al., 1998; Cadenas et 
al., 1999), o al someterlos a la realización de ejercicio (Tsuboyama-Kasaoka et al., 1998) o a la 
ingesta de dietas con alto contenido en grasa (Matsuda et al., 1997; Vidal-Puig et al., 2000). 
Además, las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones que 
sobreexpresan la UCP3 presentan un aumento en la tasa de oxidación de ácidos grasos y un 
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2005). Sin embargo, estudios realizados en ratones UCP3KO determinaron que estos animales 
presentaban unos niveles de triglicéridos similares a los detectados en los ratones de tipo 
silvestre (Gong et al., 2000), no tenían disminuida la capacidad de oxidar ácidos grasos (Gong 
et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000) y, por lo tanto, la función de la UCP3 no debía ser esencial 
para el mantenimiento de una tasa de oxidación lipídica normal. 
 
La hipótesis sobre la implicación de la UCP3 en el transporte de los aniones de los ácidos 
grasos como mecanismo de protección frente a lipotoxicidad no ha sido totalmente evidenciada 
y, por otro lado, resultados obtenidos por otros autores se oponen a dicha hipótesis. Seifert y 
colaboradores han determinado recientemente que la UCP3 no se requiere para la oxidación 
de los ácidos grasos, y que el transporte y la reoxidación de los aniones de los ácidos grasos 
ante una elevada tasa de oxidación de los mismos es independiente de los niveles de 
expresión de la UCP3 (Seifert et al., 2008). También en discordancia con el papel transportador 
de los ácidos grasos de las UCPs se encuentra el hecho de que en levaduras los ácidos grasos 
aumentan la capacidad desacoplante de la UCP1, pero sin ser esenciales para dicha actividad 
desacoplante (Gonzalez-Barroso et al., 1998). En otro trabajo posteriormente realizado, 
además de confirmarse la actividad desacoplante de la UCP1 independiente de ácidos grasos, 
se determinó que los compuestos alquil-sulfonados, incapaces de atravesar las bicapas 
lipídicas, tenían la capacidad de activar a la UCP1 (Rial et al., 2004).  
 
3.3. EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA 
 
La secreción de insulina por parte de las células β pancreáticas ejerce un papel muy 
importante en la homeostasis de la glucosa. Ante una elevada concentración de glucosa en 
sangre, se produce un aumento de la relación ATP/ADP, cerrándose los canales de potasio 
dependientes de ATP. Este hecho induce la despolarización de la membrana plasmática y la 
entrada de calcio en el citosol de las células β pancreáticas, desencadenando la liberación de 
insulina (Ashcroft and Gribble 1999). En diversos estudios se ha determinado que la UCP2 
disminuye la generación de ATP a partir del metabolismo de la glucosa en las células 
pancreáticas y, como consecuencia, se modifica la relación ATP/ADP y se dificulta la secreción 
de insulina (Chan et al., 2001; Zhang et al., 2001; Krauss et al., 2002). Experimentalmente se 
ha determinado que la sobreexpresión de la UCP2 en los islotes pancreáticos de rata inhibe la 
secreción de insulina (Chan et al., 1999; Chan et al., 2001), mientras que, en los islotes 
pancreáticos aislados a partir de ratones UCP2KO, se ha detectado una mayor secreción de 
insulina frente a una determinada concentración de glucosa en comparación con los niveles de 
insulina detectados en los islotes aislados a partir de animales de tipo silvestre (Zhang et al., 
2001). Además, los ratones UCP2KO presentan en sangre niveles de glucosa inferiores y 
niveles de insulina superiores a los detectados en los ratones de tipo silvestre (Zhang et al., 
2001). Estas observaciones indican que la UCP2 ejerce un papel regulador negativo de la 
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La implicación de la UCP2 en el metabolismo de la glucosa ha hecho que diferentes autores 
hayan analizado el papel de esta proteína en la etiología de la diabetes mellitus, un síndrome 
multisistémico caracterizado por un aumento de los niveles de glucosa en sangre debido a un 
déficit en la secreción de insulina por destrucción autoinmune de las células β pancreáticas 
(diabetes tipo I) o a grados variables de resistencia a la acción de esta hormona o de déficit en 
su secreción (diabetes tipo II). Debido a que la UCP2 ejerce un efecto regulador negativo sobre 
la secreción de insulina, se ha propuesto que el aumento en la expresión de esta proteína en 
las células β pancreáticas podría generar una disfunción de estas células induciendo el 
desarrollo de una diabetes tipo II. Esta afirmación está apoyada por la detección de niveles 
elevados de la UCP2 (tanto de ARNm como de proteína) en los islotes pancreáticos de 
distintos modelos animales en los que se ha estudiado esta enfermedad (Kassis et al., 2000; 
Zhang et al., 2001; Joseph et al., 2002; Laybutt et al., 2002; Winzell et al., 2003). Por ejemplo, 
en los islotes pancreáticos de los ratones ob/ob (animales deficientes en la producción de 
leptina que son utilizados como modelo de diabetes inducida por obesidad), la expresión de la 
UCP2 se encuentra aumentada (Zhang et al., 2001). Por otro lado, la administración de una 
dieta rica en grasas permitió determinar que los ratones UCP2KO presentan una mayor 
capacidad de secretar insulina que los ratones de tipo silvestre. Por tanto, la ausencia de la 
UCP2 protege frente a la disfunción celular inducida por una dieta rica en grasas (Joseph et al., 
2002). Los autores de este estudio propusieron que la UCP2 podría tener un papel en la 
progresión de la diabetes tipo II. 
 
El tejido muscular interviene forma muy importante en el mantenimiento de la homeostasis de 
la glucosa y, debido a la expresión específica de la UCP3 en este tejido, se han realizado 
diversos estudios sobre la posible implicación de la UCP3 en el metabolismo de la glucosa. 
 
La exposición al frío o la realización de ejercicio inducen un aumento en el consumo de glucosa 
en el músculo esquelético. En este sentido se ha determinado en roedores un aumento en la 
expresión del ARNm de la UCP3 y del transportador de glucosa GLUT4 tras la exposición al 
frío (Lin et al., 1998) y tras la realización de ejercicio (Tsuboyama-Kasaoka et al., 1998). Estos 
resultados indican que en el músculo esquelético existe una relación entre la expresión de la 
UCP3 y el metabolismo de la glucosa. Con la finalidad de clarificar esta relación, se analizaron 
los niveles de glucosa plasmática y de insulina en ratones que sobreexpresan la UCP3, 
detectándose una disminución de los mismos (Clapham et al., 2000). Por el contrario, utilizando 
este mismo modelo animal, otros autores han determinado que la sobreexpresión de la UCP3 
se encuentra asociada a un aumento en la oxidación de la glucosa (Wang et al., 2003).  
 
Cuando se ha tratado de evaluar el efecto de la sobreexpresión de esta proteína sobre el 
metabolismo de la glucosa en la línea celular mioblástica L6, los resultados obtenidos han sido 
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2005), no detectaron ningún efecto sobre el metabolismo de la glucosa en dicha línea celular a 
pesar de la sobreexpresión de la UCP3, mientras que Huppertz y colaboradores (Huppertz et 
al., 2001) encontraron en este mismo modelo celular un aumento en la expresión del 
transportador de glucosa GLUT4 en la superficie celular y, como consecuencia, un incremento 
del transporte de glucosa al interior de la célula.  
 
Los estudios realizados en animales UCP3KO indicaron que la ausencia de esta proteína no 
modifica los niveles de insulina en sangre (Gong et al., 2000), y que estos animales tienen una 
respuesta a la glucosa y una resistencia a la acción de la insulina similar a la observada en los 
animales de tipo silvestre (Costford et al., 2006). 
 
La posible implicación de la UCP3 en el metabolismo de la glucosa ha hecho que diferentes 
autores hayan analizado el papel de la UCP3 en la etiología de la diabetes mellitus. En este 
sentido, al determinar los niveles de expresión del ARNm de la UCP3 en pacientes diabéticos 
tipo II, se han obtenido resultados contradictorios. Mientras que en algunos estudios se ha 
detectado una disminución en la expresión de la UCP3 en estos pacientes (Krook et al., 1998), 
en otros trabajos se ha detectado un aumento en la expresión del gen ucp3 (Bao et al., 1998; 
Vidal et al., 1999). En un trabajo realizado posteriormente, se determinaron los niveles de 
expresión de la proteína UCP3 en sujetos control y pacientes diabéticos tipo II, observándose 
que éstos últimos expresaban un 50% menos la proteína UCP3 (Schrauwen et al., 2001a). 
Aunque de forma muy preliminar, esta observación permitiría establecer una relación entre la 
UCP3 y la etiología de la diabetes mellitus, abriéndose las posibilidades de tratamiento de esta 
enfermedad mediante la utilización de fármacos dirigidos a inducir un aumento de la expresión 
de la UCP3 (Schrauwen and Hesselink 2002). 
 
Sin embargo, en otro estudio realizado recientemente, se obtuvieron resultados diferentes, ya 
que se determinó que las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón 
de ratas diabéticas expresaban un aumento de 2-4 veces en el contenido de la proteína UCP3 
(Herlein et al., 2008). No obstante, en contra de lo esperado, el estudio de la conductancia a los 
protones determinó que dichas mitocondrias se encontraban más acopladas que las 
mitocondrias aisladas a partir de los animales control. 
 
3.4. LA PROTECCIÓN FRENTE AL DAÑO OXIDATIVO 
 
3.4.1. El desacoplamiento mitocondrial como sistema de protección celular frente al 
daño oxidativo 
En las mitocondrias, al producirse la oxidación de los sustratos y el transporte de electrones a 
lo largo de los diferentes complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, 
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forma incompleta y dando lugar a la formación del anión superóxido (O2
·-) (Beckman and 
Koppenol 1996). Este radical libre puede inducir la producción de nuevas especies reactivas 
del oxígeno o “reactive oxygen species” (ROS), como el peróxido de hidrógeno (H2O2). Esta 
molécula, a su vez, en presencia del ión Fe2+ y mediante la reacción de Fenton, puede originar 
el radical altamente reactivo hidroxilo (HO·). Cuando se produce un incremento excesivo en los 
niveles de ROS, se induce un estado de daño o estrés oxidativo, al producirse la oxidación 
de proteínas, ácidos nucleicos y lípidos (Urso and Clarkson 2003).  
Frente a este daño oxidativo, la célula dispone de sistemas de defensa antioxidantes con el 
objetivo de disminuir la concentración de ROS o el daño producido por los mismos. Los 
sistemas antioxidantes que protegen a la célula pueden ser enzimáticos y no enzimáticos. 
Entre los sistemas enzimáticos se encuentra la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa, la 
glutation-peroxidasa, la peroxirredoxina y la tiorredoxina. Existen varias formas de la SOD: la 
MnSOD, que se localiza en la matriz mitocondrial, y la Cu,Zn-SOD, que se localiza en el 
citoplasma celular, catalizando ambas la reacción de dismutación del superóxido a oxígeno y 
peróxido de hidrógeno (Macmillan-Crow and Cruthirds 2001; Kinnula and Crapo 2004). La 
catalasa se localiza preferentemente en los peroxisomas y cataliza la reacción de conversión 
del peróxido de hidrógeno a agua (Goth et al., 2004). La glutation-peroxidasa se localiza tanto 
en el citoplasma celular como en la mitocondria, y cataliza la reducción del peróxido de 
hidrógeno y otros peróxidos convirtiendo el glutation reducido a su forma oxidada (Imai and 
Nakagawa 2003). El sistema de las peroxirredoxinas (Wood et al., 2003) y tiorredoxinas (Arner 
and Holmgren 2000) cataliza la reducción de peróxidos, encontrándose en la mitocondria 
algunos de sus componentes. Entre los sistemas no enzimáticos se agrupan una serie de 
moléculas que evitan la propagación de las reacciones de los radicales libres, como el 
glutation, la vitamina E, la vitamina C, los β-carotenos, el ácido úrico, la bilirrubina y la albúmina 
(Jacob et al., 1995). 
La generación de ROS por parte de la mitocondria se encuentra íntimamente relacionada con 
el potencial de la membrana mitocondrial (Papa and Skulachev 1997). Al aumentar dicho 
potencial, se produce un enlentecimiento del flujo electrónico a través de la cadena de 
transporte de electrones, lo que favorece las reducciones incompletas del oxígeno y la 
formación de ROS. En este contexto, se ha propuesto que un ligero desacoplamiento 
mitocondrial mediado a través de las UCPs podría actuar como un sistema de protección 
celular frente al daño oxidativo. Esta hipótesis propone que el desacoplamiento entre la 
respiración y la síntesis de ATP mediado a través de las UCPs impediría que el potencial de la 
membrana mitocondrial se elevara excesivamente y se produjera la formación de ROS. Esta 
hipótesis fue sugerida tras la observación de que la preincubación con GDP (inhibidor de las 
UCPs) inducía un aumento en el potencial de la membrana mitocondrial y en la producción de 
peróxido de hidrógeno en las mitocondrias aisladas a partir del tejido adiposo pardo (tejido que 
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efectos no se observaron en las mitocondrias aisladas a partir del hígado (tejido que no 
expresa las UCPs) (Negre-Salvayre et al., 1997). En un estudio posterior se evidenció que los 
ratones UCP2KO eran resistentes a la infección por Toxoplasma gondii (Arsenijevic et al., 
2000). Los autores determinaron que la producción de ROS por parte de los macrófagos de los 
ratones UCP2KO se encontraba incrementada, confiriendo a estas células mayor capacidad 
para eliminar el parásito. Dicho aumento en la producción de ROS podía estar asociado a la 
ausencia de la UCP2 y, por tanto, a un potencial de la membrana mitocondrial más elevado 
(Arsenijevic et al., 2000).  
En relación a la UCP3, existen diversos trabajos en los que se ha observado que la inhibición o 
deleción del gen que codifica esta proteína inducía un aumento en el potencial de la membrana 
mitocondrial, en la producción de ROS y en el daño oxidativo. En mitocondrias aisladas a partir 
del músculo esquelético de rata, el potencial de membrana y la producción de superóxido se 
encuentran significativamente elevados en presencia del nucleótido de purina GDP y, por 
consiguiente, la UCP3 podría limitar la producción endógena de superóxido (Talbot et al., 
2004). Asimismo, las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones 
UCP3KO tienen los niveles de ROS elevados (Vidal-Puig et al., 2000), así como los 
marcadores de daño oxidativo a proteínas (Brand et al., 2002), en comparación con los niveles 
detectados en los ratones de tipo silvestre, lo que sugiere que la UCP3 actuaría como defensa 
antioxidante celular. Por el contrario, los ratones que sobreexpresaban la UCP3 no presentan 
niveles inferiores de los marcadores de daño oxidativo a proteínas en comparación con los 
detectados en los ratones de tipo silvestre, lo cual indica que la sobreexpresión de esta 
proteína no proporciona una protección adicional frente al daño oxidativo (Brand et al., 2002). 
Los trabajos realizados en líneas celulares han aportado resultados contradictorios. Algunos 
estudios han determinado que la producción de ROS también se encuentra disminuida en 
mioblastos L6 que sobreexpresan la UCP3 dentro del rango fisiológico de expresión de esta 
proteína (MacLellan et al., 2005). Sin embargo, en otro trabajo en el que se utilizó la misma 
aproximación metodológica, la sobreexpresión de la UCP3 se asociaba con un ligero aumento 
en la producción de ROS (Duval et al., 2007). Por otro lado, la sobreexpresión de la UCP3 en la 
línea celular ovárica CHO inducía unos niveles de producción de ROS similares a los 
detectados en las células control (Mozo et al., 2006). Los resultados contradictorios obtenidos 
en estos trabajos se han intentado explicar proponiendo la existencia de ciertas diferencias en 
la expresión basal de ROS, de manera que los niveles de ROS en los animales o células de 
tipo silvestre se encontrarían por debajo del umbral de detección de la UCP3 y, por lo tanto, la 
sobreexpresión de esta proteína no aportaría una protección adicional frente al daño oxidativo 
(Echtay 2007). 
A pesar de que la implicación de las UCP3 en la protección frente al daño oxidativo es una 
hipótesis muy interesante, actualmente no se dispone de datos convincentes obtenidos in vivo 
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que la expresión de la UCP3 se detecta exclusivamente en determinados tejidos, y que 
además, su expresión representa únicamente el 0,01% de la totalidad de la proteína 
mitocondrial (Harper et al., 2002). Por lo tanto, resulta difícil asociar a esta proteína la 
capacidad de catalizar todo el desacoplamiento mitocondrial necesario como para desarrollar 
esta función protectora frente al daño oxidativo (Cannon et al., 2006). 
3.4.2. Implicación de las UCPs en la conductancia basal a los protones 
 
A pesar de que la implicación de la UCP1 en la termogénesis adaptativa está aceptada de 
forma generalizada (Nicholls and Rial 1999), la función de las proteínas UCP2 y UCP3 no ha 
podido ser completamente aclarada. Inicialmente, debido a la gran similitud existente en la 
secuencia de aminoácidos entre la UCP1, la UCP2 y la UCP3, se sugirió que tanto la UCP2 
como la UCP3 podrían catalizar la conductancia basal a los protones de la membrana 
mitocondrial interna. 
 
Inicialmente, la implicación de la UCP3 en la conductancia basal a los protones fue apoyada 
por estudios en los que se determinó que la sobreexpresión de la UCP3 en levaduras (Gong et 
al., 1997) y en mioblastos de la línea celular C2C12 (Boss et al., 1998) inducía una disminución 
en el potencial de la membrana mitocondrial, lo que indicaba que la UCP3 ejercía un papel 
desacoplante. Por otro lado, en trabajos en los que se reconstituyeron la UCP2 y la UCP3 en 
liposomas se determinó que ambas proteínas presentaban una tasa de conductancia a los 
protones similar a la de la UCP1, y que dicha actividad era inhibida por nucleótidos de purina 
(Echtay et al., 2001; Jaburek and Garlid 2003). Además, la sobreexpresión de la UCP3 en 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético inducía un aumento en la tasa de 
respiración (Clapham et al., 2000). Sin embargo, posteriormente se demostró que la inserción 
de la proteína sobreexpresada podría generar un desacoplamiento no específico y no regulado; 
por lo tanto, la sobreexpresión de las UCPs en levaduras (Heidkaemper et al., 2000; Harper et 
al., 2002) y en animales transgénicos (Cadenas et al., 2002) parecía ser un artefacto en lugar 
de reflejar la función nativa de la proteína. 
 
El papel de la UCP2 en la conductancia basal a los protones se estudió en mitocondrias 
aisladas a partir del pulmón y el bazo de ratones de tipo silvestre y ratones UCP2KO, y no se 
encontraron diferencias en la conductancia a los protones entre las mitocondrias aisladas a 
partir de ambos genotipos (Couplan et al., 2002). En relación a los estudios realizados en 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético, algunos trabajos mostraron que las 
mitocondrias de los animales UCP3KO presentaban una conductancia a los protones inferior a 
la detectada en las mitocondrias de los animales de tipo silvestre (Gong et al., 2000; Vidal-Puig 
et al., 2000). Estos resultados hacían presuponer que la UCP3 mediaba de alguna manera la 
conductancia basal a los protones. Sin embargo, en otro estudio se determinó que la UCP3 no 
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conductancia a los protones, entre las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de 
los animales de tipo silvestre y los animales UCP3KO (Cadenas et al., 2002). En concordancia 
con esta conclusión se encuentran los resultados obtenidos en otros estudios en los que se 
aumentaron los niveles de expresión de la UCP3 de manera fisiológica, mediante el ayuno 
(Cadenas et al., 1999) o la inoculación de endotoxina (Yu et al., 2000), sin detectarse cambios 
en la conductancia basal a los protones en las mitocondrias de músculo esquelético. 
 
Posteriormente, se determinó que la conductancia basal a los protones de las mitocondrias de 
músculo esquelético estaba catalizada en un 50-66% por otro transportador de la membrana 
mitocondrial interna, el ANT (Brand et al., 2005), dado que la conductancia se reducía a la 
mitad en los ratones deficientes en la expresión del ANT (ANT1KO). Además, la 
sobreexpresión o subexpresión del ANT en las mitocondrias de Drosophila melanogaster 
inducía, respectivamente, un aumento o una disminución de la conductancia a los protones 
(Brand et al., 2005). Este papel del ANT en la catalización de la conductancia basal a los 
protones de la membrana mitocondrial interna fue confirmado en un estudio posterior en el que 
se determinó que, en presencia de un sustrato respiratorio como el succinato, la conductancia 
mitocondrial a los protones se veía activada de forma endógena. Esta activación se 
incrementaba con el tiempo de incubación en presencia del sustrato, requería de un alto 
potencial de membrana y estaba catalizada en un 50-55% por el ANT, y en un 15-20% por la 
UCP3 (Parker et al., 2008a). Sorprendentemente, en este mismo trabajo se determinó que el 
GDP (inhibidor clásicamente considerado específico de las UCPs) no inhibía exclusivamente a 
la UCP3 sino que inhibía también al ANT y que, además, los inhibidores específicos del ANT 
(el carboxiatractilósido y el ácido bongkrékico) inhibían también a la UCP3. 
 
3.4.3. La activación de las UCPs por el radical superóxido 
 
A diferencia de la UCP1, varios estudios indicaron que la UCP3 no presentaba capacidad 
desacoplante de forma endógena (Cadenas et al., 1999; Jekabsons et al., 1999; Yu et al., 
2000). Sin embargo, surgieron nuevas posibilidades de implicar a la UCP3 en el 
desacoplamiento mitocondrial tras la identificación del radical superóxido como activador de 
la conductancia a los protones mediada tanto por la UCP1, como por la UCP2 y la UCP3, 
(Echtay et al., 2002b). 
 
El papel activador del superóxido sobre la conductancia mitocondrial a los protones mediada 
específicamente por la UCP1 se determinó inicialmente en mitocondrias aisladas a partir del 
tejido adiposo pardo (Echtay et al., 2002b). Sin embargo, debido a la posible existencia de 
otras UCPs en este tejido (Ricquier and Bouillaud 2000), se estudió también el papel activador 
del superóxido sobre la conductancia a los protones a través de la UCP1 en mitocondrias 






 - 48 - 
La activación específica de la UCP2 por el superóxido se analizó mediante el aislamiento de 
mitocondrias a partir del hígado y el corazón, órganos en los que no se expresa la proteína 
UCP2 (Pecqueur et al., 2001), y en los que no se observó ningún aumento en la conductancia 
a los protones en presencia de superóxido (Echtay et al., 2002b). Por el contrario, en 
mitocondrias aisladas a partir del riñón, el bazo (Pecqueur et al., 2001) y las células β  
pancreáticas (Zhang et al., 2001), que expresan la proteína UCP2, se observó una activación 
de la conductancia a los protones tras la adición de superóxido (Echtay et al., 2002b). El papel 
del superóxido como activador de la conductancia a los protones mediada por la UCP2 fue 
confirmado en las células β pancreáticas en un trabajo posterior (Krauss et al., 2003). Por el 
contrario, en otro estudio realizado en mitocondrias aisladas a partir del pulmón y el bazo, se 
observó que el superóxido no activaba la conductancia a los protones a través de la UCP2 
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Figura I.3. Activación de la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en presencia de superóxido en 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones de tipo silvestre y de ratones que carecen del gen ucp3 (UCP3KO). 
Leyenda: , control; , adición de xantina y xantina-oxidasa; , adición de xantina, xantina-oxidasa y GDP (Echtay et al., 2002b). 
 
 
Finalmente, el papel activador del superóxido sobre la conductancia a los protones mediada a 
través de la UCP3 se determinó en mitocondrias aisladas a partir del tejido muscular 
esquelético de ratones de tipo silvestre y de genotipo mutado que carecían del gen ucp3 
(UCP3KO), observándose un aumento en la conductancia a los protones en presencia del 
radical superóxido únicamente en las mitocondrias que expresaban la UCP3 (Echtay et al., 
2002b). Además, en este mismo trabajo, en las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de ratas sometidas a 24 h de ayuno se detectó un aumento en la expresión de la 






- 49 - 
En todos los casos, la activación de la conductancia a los protones inducida por el superóxido 
era dependiente de ácidos grasos y se inhibía en presencia de nucleótidos de purina (como el 
GDP); es decir, dicha activación estaba regulada por los mismos factores que clásicamente 
regulan la actividad de las UCPs. En un trabajo posterior, mediante la utilización de 
antioxidantes unidos covalentemente a cationes trifenilfosfonio de manera que se dirigen de 
forma específica a la matriz mitocondrial (MitoQ y MitoVitE), se determinó que la activación 
ejercida por el superóxido sobre el transporte de protones mediado por las UCPs se producía 
específicamente en el lado de la matriz de la membrana mitocondrial interna  (Echtay et al., 
2002a). En este trabajo, al igual que en el que se describió inicialmente el papel del superóxido 
como activador de las UCPs (Echtay et al., 2002b), el superóxido utilizado era generado 
exógenamente mediante la adición al medio de incubación de xantina y xantina-oxidasa. Sin 
embargo, en un estudio posterior se determinó que el superóxido generado endógenamente 
en la matriz mitocondrial a través del Complejo I de la cadena de transporte de electrones, 
también activaba la conductancia a los protones mediada por la UCP3 (Talbot et al., 2004). 
 
3.4.4. La activación de las UCPs por el 4-hidroxinonenal 
 
En determinadas situaciones fisiológicas (como el envejecimiento y la realización de ejercicio) o 
patológicas (como la sepsis), el daño oxidativo aumenta debido al incremento en la producción 
de ROS. Cuando estos radicales interaccionan con los fosfolípidos de las membranas 
mitocondriales y celulares se produce su peroxidación, originándose diferentes aldehídos 
reactivos, entre ellos el compuesto 4-hidroxinonenal (HNE). El HNE era considerado como un 
compuesto con una amplia toxicidad biológica puesto que inhibía la síntesis del ADN y de las 
proteínas, inactivaba ciertas enzimas, modificaba lipoproteínas de baja densidad y modulaba la 
expresión génica (Esterbauer et al., 1991). Sin embargo, en un trabajo reciente, se descubrió 
su papel como un compuesto activador de la conductancia a los protones mediada a través de 
la UCP1, la UCP2, la UCP3 y el ANT (Echtay et al., 2003). 
 
En este estudio, el papel activador del HNE sobre la conductancia a los protones de la 
membrana mitocondrial interna mediada específicamente a través de la UCP1 se determinó en 
mitocondrias aisladas a partir del tejido adiposo pardo. Esta activación era revertida totalmente 
en presencia de GDP y tan solo parcialmente en presencia del inhibidor del ANT, 
carboxiatractilósido (CAT). Sin embargo, debido a la posible existencia de otras UCPs en este 
tejido (Ricquier and Bouillaud 2000), se comprobó también el papel activador del HNE sobre la 
conductancia a los protones mediada por la UCP1 en mitocondrias aisladas a partir de 
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) que habían sido transfectadas con el gen ucp1.  
 
La activación de la conductancia a los protones mediada por la UCP2 e inducida por el HNE se 
determinó mediante el aislamiento de mitocondrias a partir del riñón, el hígado y el corazón 
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mitocondrias aisladas a partir del riñón (tejido que expresa la UCP2), mientras que este 
compuesto no inhibía la activación inducida por el HNE en las mitocondrias aisladas a partir del 
hígado y el corazón (tejidos que no expresan la UCP2). Por el contrario, la adición de CAT 
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Figura I.4. Activación de la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en presencia de HNE en mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético de ratones de tipo silvestre y de ratones que carecen del gen ucp3 (UCP3KO). Leyenda: , 
control;  adición de HNE; , adición de HNE y GDP; , adición de HNE y CAT (Echtay et al., 2003). 
 
 
Finalmente, el papel activador del HNE sobre la conductancia a los protones mediada a través 
de la UCP3 se determinó en las mitocondrias aisladas a partir del tejido muscular esquelético 
de ratones de tipo silvestre y de genotipo mutado que carecían del gen ucp3 (UCP3KO), 
observándose un aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE que 
únicamente era revertido con la adición de GDP en las mitocondrias que expresaban la UCP3 
(Echtay et al., 2003). Sin embargo, la adición de CAT inhibía totalmente la activación inducida 
por el HNE en las mitocondrias aisladas a partir de ambos genotipos. 
 
En conclusión, Echtay y colaboradores determinaron que el HNE aumentaba la conductancia 
de la membrana mitocondrial interna a los protones a través de la UCP1, la UCP2 y la UCP3, 
inhibiéndose este efecto en presencia de nucleótidos de purina (Echtay et al., 2003). 
 
En un estudio posterior se propuso que la activación inducida por el superóxido sobre las UCPs 
compartía con el HNE la misma vía de señalización celular (Murphy et al., 2003). En este 
trabajo se utilizaron antioxidantes como el MitoPBN, el cual bloquea la activación de las UCPs 
inducida por el radical superóxido sin afectar a la activación que el HNE induce sobre estas 
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carbono dihidroclórico-2,2-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH) inducía la activación de las 
UCPs, y que dicha activación era inhibida en presencia de MitoPBN, al reaccionar este 
antioxidante con los radicales centrados en átomos de carbono y evitando, por tanto, la 
peroxidación lipídica. Los autores de este estudio propusieron que el superóxido produciría la 
liberación del átomo de hierro de los centros Fe-S de ciertas proteínas, como la aconitasa, y 
estos cationes (Fe2+) interaccionarían con el peróxido de hidrógeno (H2O2) producido por la 
superóxido-dismutasa (MnSOD), generando radicales hidroxilo (HO·). Estos radicales iniciarían 
una serie de reacciones de peroxidación de los fosfolípidos de la membrana mitocondrial que 
conduciría a la síntesis de aldehídos reactivos como el HNE, los cuales activarían a las UCPs. 
En la Figura I.5 aparece reflejado un esquema en el que se representa la vía de señalización 





























































Figura I.5. Esquema del mecanismo común de activación de las UCPs por parte del superóxido y el HNE. El superóxido (O2-) 
generado en la cadena de transporte de electrones o mediante la adición de xantina y xantina-oxidasa interacciona con la proteína 
aconitasa induciendo la liberación de Fe2+. El radical superóxido también es transformado por la superóxido-dismutasa (MnSOD) en 
H2O2. Mediante la reacción de Fenton, el Fe2+ y el H2O2 dan lugar a radicales hidroxilo (OH). Estos radicales inician la peroxidación 
lipídica de los fosfolípidos de la membrana dando lugar al HNE. Adaptado de Murphy et al (2003). 
 
 
Por otro lado, el hecho de que la adición de CAT produjese siempre una inhibición del aumento 
en la conductancia a los protones inducido por el HNE, independientemente del origen tisular 
de las mitocondrias y su correspondiente expresión de las UCPs, condujo a la conclusión de 
que existía otro transportador implicado en el aumento en la conductancia a los protones 
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conductancia mitocondrial a los protones inducido por el HNE se analizó en mitocondrias 
aisladas a partir de varios mutantes de Drosophila melanogaster que expresaban diferentes 
cantidades del ANT (Echtay et al., 2003). Con este modelo experimental se observó que la 
activación inducida por el HNE era directamente proporcional al nivel de expresión del ANT. 
Además, dicha activación era inhibida en presencia de CAT mientras que no lo era en 
presencia de GDP (Echtay et al., 2003). 
 
Mecanismo fisiológico de retroalimentación negativa de la producción de ROS
Activación
↓ ∆ψm
↓ [O2 ]m 














Figura I.6. Esquema del mecanismo de señalización del HNE. Las ROS, como el superóxido (O2-), inducen la peroxidación lipídica de 
los fosfolípidos de la membrana mitocondrial dando lugar al HNE. Este compuesto activa a las UCPs y al ANT induciendo un ligero 
desacoplamiento mitocondrial, lo cual provoca un descenso del potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) y un aumento en la tasa 
de respiración y, por lo tanto, disminuye la concentración de oxígeno en la mitocondria ([O2]m). Ambos factores conducen a una 
disminución en la producción de ROS. Adaptado de Echtay et al (2003). 
 
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriormente expuestos, se propuso que las UCPs y el 
ANT podían formar parte de los sistemas de protección celular frente al daño oxidativo. 
Esta hipótesis propone que, ante un aumento en la producción de ROS (como el superóxido), 
se produce la peroxidación lipídica de las membranas celulares, generándose HNE. Este 
compuesto activa a las UCPs y al ANT induciendo un ligero desacoplamiento mitocondrial, el 
cual conduce a una disminución del potencial de la membrana mitocondrial que, a su vez, 
induciría un aumento en la tasa de respiración mitocondrial. Al aumentar el consumo de 
oxígeno por parte de la mitocondria, se produciría una disminución en la concentración de 
oxígeno, así como una tendencia a la oxidación de los componentes de la cadena de 
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(Echtay et al., 2003; Echtay and Brand 2007). Un esquema de este mecanismo de 
retroalimentación negativa, inducido por un aumento en la producción de ROS y mediado a 
través de la activación de las UCPs y el ANT, aparece reflejado en la Figura I.6. 
 
El mecanismo de activación y las condiciones necesarias para que el HNE active la 
conductancia a los protones mediada por las UCPs y el ANT no han sido claramente 
establecidos. En este sentido se determinó recientemente que el aumento en el tiempo de 
incubación de las mitocondrias en presencia de un sustrato respiratorio (como el succinato) 
aumentaba la activación inducida por el HNE (Parker et al., 2008b). Asimismo, las mitocondrias 
requerían de un alto potencial de membrana para que el HNE activara el desacoplamiento 
(Parker et al., 2008b). En este mismo trabajo se precisó además que la conductancia a los 
protones inducida en presencia de HNE en las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético estaba mediada en un 64% a través del ANT, en un 11% a través de la UCP3 y en 
un 25% por otras vías.  
3.4.5. Papel protector de las UCPs en las patologías que cursan con estrés oxidativo: los 
procesos de isquemia-reperfusión 
El daño oxidativo inducido por ROS se ha visto implicado en diversas situaciones fisiológicas, 
como el envejecimiento (Harman 1968; Sastre et al., 2000), o fisiopatológicas, como la diabetes 
asociada a la disfunción de las células β pancreáticas (Bindokas et al., 2003; Krauss et al., 
2003), el cáncer (Busquets et al., 2005; Degasperi et al., 2006), ciertas enfermedades 
neurodegenerativas (Moreira et al., 2008; Zhou et al., 2008), la ateroesclerosis (Giordano 2005; 
Madamanchi et al., 2005) y el daño por isquemia-reperfusión (Zweier et al., 1987; Zweier et al., 
1989; Levraut et al., 2003), entre otras. 
Cuando el miocardio se encuentra en situación de isquemia, se produce una disminución 
progresiva en la concentración de oxígeno tisular acompañada de una rápida generación de  
ROS (Levraut et al., 2003). Esta situación de daño oxidativo se puede incrementar al 
reperfundir el tejido isquémico, pudiéndose inducir entonces un incremento de hasta 6 veces 
en la producción de ROS (Zweier et al., 1987; Zweier et al., 1989). 
De acuerdo con la hipótesis expuesta en el apartado 3.4.1, las UCPs podrían proteger frente al 
daño oxidativo al inducir una disminución en la producción de ROS en los procesos de 
isquemia-reperfusión. De hecho, la funcionalidad de los corazones de ratones transgénicos que 
expresan elevadas cantidades de la UCP1 se recupera mejor tras 40 min de isquemia seguidos 
de reperfusión que los corazones de ratones de tipo silvestre (Hoerter et al., 2004). En 
concreto, la contractibilidad cardiaca de los corazones de los ratones transgénicos era dos 
veces superior a la detectada en los corazones de los ratones de tipo silvestre transcurrida 1 h 
desde el proceso de isquemia-reperfusión. Estos resultados indicaron que la UCP1 protege 
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el potencial de membrana mitocondrial generándose una menor cantidad de ROS (Hoerter et 
al., 2004). 
En este contexto, se ha estudiado el papel protector de la UCP3 frente al daño oxidativo que se 
origina en los procesos de isquemia-reperfusión cardiaca. Debido a que una ligera 
despolarización de la membrana mitocondrial interna (indicado en la Figura I.7 como ∆ψm) 
mediada a través de la UCP3 induciría una disminución en la producción de ROS, la UCP3 
podría tener un papel protector frente al daño inducido en un proceso de isquemia-reperfusión 
(Sack 2006). 
Mitocondria Efectos asociados al  ∆ψm
Señal al citosol o al núcleo: 
activación de programas de 
supervivencia celular
 ROS [O2]
 aporte Ca2+  ROS
 
Figura I.7. Esquema que refleja los mediadores de una ligera despolarización mitocondrial y las posibles respuestas adaptativas a 
esta despolarización. Adaptado de Sack (2006). 
 
El miocardio puede protegerse frente a la isquemia mediante un proceso denominado 
preacondicionamiento isquémico que consiste en repetidas y transitorias exposiciones a 
periodos breves de isquemia (Murry et al., 1986). Este efecto protector está mediado por 
antioxidantes como las superóxido dismutasas y el glutation (Yamashita et al., 1994; Peralta et 
al., 2002) o mediadores vasoactivos como la adenosina y el óxido nítrico (Jenkins et al., 1995; 
Peralta et al., 1997; Peralta et al., 1999). En las células preacondicionadas, las mitocondrias se 
encuentran desacopladas (tienen un menor potencial de membrana mitocondrial), unos niveles 
inferiores de ATP y un mayor consumo de oxígeno (Minners et al., 2001). En la fase temprana 
del preacondicionamiento isquémico (entre las 2-4 h), la conductancia a los protones de las 
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conductancia medida en las mitocondrias control, siendo este aumento inhibido en presencia 
de GDP (inhibidor de las UCPs) y carboxiatractilósido (inhibidor del ANT); por lo tanto, podría 
sugerirse la implicación de ambas proteínas en el fenómeno de preacondicionamiento 
isquémico (Nadtochiy et al., 2006). En la fase tardía del preacondicionamiento isquémico 
(pasadas 12-72 h), el potencial de la membrana mitocondrial interna de las mitocondrias 
aisladas a partir del corazón de rata sufre un ligero aumento, y dichas mitocondrias responden 
mejor frente a un proceso de anoxia-reoxigenación que las mitocondrias no preacondicionadas 
(McLeod et al., 2004). Los mismos autores determinaron en un estudio posterior que, tras el 
proceso de preacondicionamiento cardiaco, se inducía un aumento en los niveles de expresión 
del ARNm de la UCP3 y la UCP2, acompañado de una disminución en la producción de ROS 
así como del tamaño del infarto. De acuerdo con estos resultados, las UCPs se encontrarían 
implicadas en la tolerancia a la isquemia y ejercerían una función protectora formando parte de 
los sistemas de defensa antioxidantes de la célula (McLeod et al., 2005). 
3.5. LA REGULACIÓN DE LA APOPTOSIS 
La apoptosis o muerte celular programada es un proceso en el que participan múltiples 
factores y se ha propuesto que la UCP3 podría tener un papel modulador debido a su posible 
influencia sobre el potencial de membrana y la producción de ROS. 
El primer miembro de la familia de las UCPs que se intentó asociar con cierto papel en la 
regulación de la apoptosis fue la UCP2, al observarse que aumentaba el nivel de expresión de 
su ARNm al irradiar una línea celular linfocítica murina con una dosis de 5 Gy durante 4 h 
(Voehringer et al., 2000). En este trabajo se proponía que en el proceso de apoptosis 
participaban múltiples genes, entre ellos ucp2, con la finalidad de inducir el desacoplamiento 
mitocondrial y la consiguiente pérdida del potencial de membrana, activándose así la cascada 
proapoptótica de las caspasas.  
 
Por el momento se han realizado pocos estudios enfocados a determinar la implicación de la 
UCP3 en la regulación de la apoptosis. En algunos de ellos se estudió la relación entre la 
sobreexpresión de la UCP3 y la protección neuronal frente a la apoptosis, detectándose que la 
expresión de esta proteína en neuronas protegía a la membrana mitocondrial frente a la 
hiperpolarización inducida tras la exposición a cantidades elevadas de glucosa, así como a la 
formación de ROS y la inducción de la apoptosis (Vincent et al., 2004). Por el contrario, en otro 
trabajo se observó que la expresión de la UCP3 en la línea celular HEK 293 no inducía la 
apoptosis por sí misma, pero favorecía la respuesta celular frente a un estímulo apoptótico, ya 
que la expresión de esta proteína aumentaba la activación de la caspasa 3 y la caspasa 9, 
facilitaba la liberación del citocromo c, aumentaba la relación Bax/Bcl-2 en la mitocondria y 
favorecía la apertura del poro de transición de la permeabilidad mitocondrial (Dejean et al., 
2004). Además de la obtención de estos resultados tan dispares, también se ha descrito que la 
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cultivos primarios de células musculares humanas, no se encuentra asociada con cambios 
implicados en un proceso de apoptosis (Busquets et al., 2006). En resumen, la implicación de 
la UCP3 en la regulación de la apoptosis parece depender del tipo celular y del estímulo 
proapoptótico utilizado, aunque por el momento no existen suficientes evidencias 
experimentales que apoyen esta hipótesis. 
 
3.6. EL TRANSPORTE DE CALCIO 
 
La entrada de calcio en la mitocondria es fundamental para la tasa de la fosforilación oxidativa 
(Jouaville et al., 1999), la regulación en el tiempo de numerosas señales de calcio citosólicas 
(Parekh 1998; Hoth et al., 2000) y la apoptosis (Gunter et al., 2000).  
 
En un trabajo recientemente publicado se propuso que la UCP2 y la UCP3 estaban implicadas 
en la homeostasis del calcio al mediar ambas proteínas en el transporte de este ión desde el 
citosol hacia el interior de la mitocondria (Trenker et al., 2007). En este trabajo se determinó 
que la UCP2 y la UCP3 estaban implicadas en el secuestro de calcio por parte de la 
mitocondria en respuesta a determinados estímulos celulares, y mediante la utilización de 
diferentes técnicas de sobreexpresión y silenciamiento de la UCP2 y la UCP3, tanto en células 
como en levaduras, así como mediante la utilización de mitocondrias aisladas a partir del 
hígado de ratones de tipo silvestre y ratones deficientes en la expresión de la UCP2. Esta 
hipótesis surgió a partir del hecho de que, en condiciones fisiológicas, la cantidad de calcio 
secuestrada por la mitocondria depende del potencial de la membrana mitocondrial (Scarpa 
and Azzone 1970), ajustándose este uniporte de calcio a las ecuaciones electroquímicas que 
predicen el potencial de la membrana en relación a la difusión de un catión (Wingrove et al., 
1984; Gunter and Pfeiffer 1990). Por lo tanto, los autores proponían que, al producirse un 
estímulo celular, la UCP2 y la UCP3 mediarían en el estado bioenergético de la mitocondria, 
aumentando la capacidad mitocondrial para captar calcio (Trenker et al., 2007). En este estudio 
se afirmaba que las células que sobreexpresaban la UCP2 y la UCP3 tenían incrementado el 
transporte de calcio al interior de la mitocondria así como la capacidad de producir ATP 
(Trenker et al., 2007), enfrentándose este último hallazgo a la función clásicamente asociada a 
las UCPs de desacoplar la respiración de la producción de ATP mediando en la conductancia 
de la membrana mitocondrial interna a los protones (Graier et al., 2008).  
 
En consonancia con la implicación de la UCP3 y la UCP2 en la homeostasis del calcio, se 
encuentra el hecho de que estas proteínas son activadas por los ácidos grasos e inhibidas por 
los nucleósidos de purina difosfato y trifosfato (Jezek 1999; 2002; Brand and Esteves 2005; 
Lombardi et al., 2008), habiéndose descrito un mecanismo de regulación similar para el 
transportador de calcio mitocondrial sensible a rojo de rutenio (Litsky and Pfeiffer 1997; Zhang 
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4. LA UTILIZACIÓN DE ENDOTOXINA COMO MODELO DE INDUCCIÓN DE LAS UCPs 
 
 
En la fase aguda de un proceso infeccioso o inflamatorio se produce un aumento en la 
temperatura corporal acompañado de un aumento en el gasto energético. En un modelo 
animal, mediante la inoculación de endotoxina bacteriana, como el lipopolisacárido (LPS) de 
Escherichia coli, se consigue inducir una respuesta similar a la observada en un proceso de 
inflamación, es decir, la síntesis de las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-α (Dinarello 1996). 
Con el fin de identificar los mecanismos moleculares implicados en el gasto energético y en la 
producción de calor en un proceso de inflamación, se estudió en ratones el efecto de la 
inoculación de LPS, IL-1β y TNF-α sobre los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 
(Faggioni et al., 1998). En este trabajo se determinó que la inoculación intraperitoneal (i.p.) de 
una dosis de LPS de 100 µg y 16 h de incubación inducía en los animales un aumento en la 
expresión del ARNm de la UCP2 de 28 veces en el hígado, y de 5 veces en el músculo y el 
tejido adiposo blanco. Estos resultados sugieren que la UCP2 podría estar implicada en la 
producción de calor y en el aumento del gasto energético que se produce en un proceso 
inflamatorio. Sin embargo, en este trabajo no se estudiaron los niveles de expresión de la 
proteína UCP2. 
Los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 también se analizaron en otro estudio en el 
que se aislaron hepatocitos a partir de ratas inoculadas con LPS a una dosis de 0,5 mg/kg de 
peso corporal (i.p.) y tras 24 h de incubación. En este trabajo se determinó que la endotoxina 
producía un aumento en los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 a través de un 
mecanismo en el que estaba implicada la citoquina TNF-α (Cortez-Pinto et al., 1998). 
Resultados similares se obtuvieron en otro trabajo en el que, mediante la inoculación 
intravenosa a ratas de una dosis de TNF-α de 100 µg/kg de peso corporal y 6 h de incubación, 
se indujo el aumento de los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 (242%) y la UCP3 
(113%) en el músculo esquelético (Busquets et al., 1998). Estos resultados sugirieron, según 
los autores, que las proteínas UCP2 y UCP3 tenían un papel en el aumento del gasto 
energético asociado a la inoculación de la citoquina. 
La inoculación por vía i.p. a ratas de una dosis de TNF-α de 6 nmol/kg de peso corporal y 16 h 
de incubación, además de provocar un incremento en los niveles de expresión del ARNm de la 
UCP2 en el músculo esquelético, induce un aumento en los niveles de expresión de este gen 
en los tejidos adiposos pardo y blanco (Masaki et al., 1999). Sin embargo, los niveles de 
expresión del ARNm de la UCP3 aumentan en el músculo esquelético sin modificarse los 
niveles de expresión de este gen en ambos tipos de tejido adiposo, mientras que los niveles de 
expresión del ARNm de la UCP1 en el tejido adiposo pardo apenas se ven modificados (Masaki 
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UCPs de manera diferente y, además, en función del tejido en el que se exprese cada UCP 
(Masaki et al., 1999). Por el contrario, la deleción de los genes de los receptores de TNF-α 
producía un inesperado aumento de los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 en los 
ratones ob/ob (deficientes en la producción de leptina) (Memon et al., 2000). De manera que no 
puede asociarse el aumento en la expresión del ARNm de la UCP2 con un incremento en la 
expresión de esta citoquina. 
 
En un estudio posterior, mediante la inoculación i.p. de LPS (4 mg/kg de peso corporal y 10-24 
h de incubación) a ratones, se determinó que los niveles de expresión de la proteína UCP2 
están aumentados tanto en el pulmón como en el estómago (Pecqueur et al., 2001). Sin 
embargo, los niveles de expresión del ARNm de la UCP2 en estos tejidos no se veían 
afectados por la administración de endotoxina. 
En otro trabajo, en el que se utilizó también un modelo murino de inoculación de LPS (6 mg/kg 
de peso corporal por vía i.p.), se analizaron las variaciones a lo largo del tiempo de los niveles 
de expresión del ARNm de la UCP2 y la UCP5 en el hígado y el músculo esquelético, así como 
del ARNm de la UCP3 en el músculo esquelético (Yu et al., 2000). En este estudio se 
relacionaron las variaciones detectadas en los niveles de expresión de estos genes con 
cambios en la temperatura corporal de los animales y con cambios en la conductancia a los 









































































































































































Figura I.8. Variación a lo largo del tiempo de la temperatura corporal (gráfico de la izquierda) y de los niveles de expresión del ARNm 
de la UCP3 en músculo esquelético (gráfico de la derecha), en ratones control (puntos en negro) y ratones inoculados con una dosis 
de endotoxina de 6 mg/kg de peso corporal por vía i.p. (puntos en blanco) (Yu et al., 2000). 
 
Los autores determinaron que, durante las 8 h siguientes a la inoculación de LPS, la 
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disminución en la expresión del ARNm de la UCP2 y la UCP5 en el hígado (4-5 veces), y un 
aumento en la expresión del ARNm de la UCP3 en el músculo esquelético (5 veces). En 
cambio, a partir de las 8-16 h tras la administración de LPS, la temperatura corporal 
comenzaba a incrementarse, llegando a superar el valor basal. Simultáneamente, se detectó 
un aumento en la expresión del ARNm de la UCP2 y la UCP5 en el hígado, así como una 
disminución en los niveles de expresión del ARNm de la UCP3. En la Figura I.8 puede 
observarse el efecto de la administración de endotoxina sobre la temperatura corporal y los 
niveles de expresión del ARNm de la UCP3 (Yu et al., 2000). Según estos resultados, la UCP3 
no parece estar implicada en la regulación de la temperatura corporal debido a que no existe 
una correlación entre sus niveles de expresión y la temperatura corporal. 
En este mismo trabajo, al estudiar la conductancia a los protones de las mitocondrias aisladas 
a partir del hígado y el músculo esquelético, no se detectaron diferencias entre las mitocondrias 
obtenidas de los ratones control y las mitocondrias aisladas de los ratones inoculados con LPS 
(Yu et al., 2000). Estos resultados fueron similares a los publicados en otro trabajo en el que se 
determinó la conductancia a los protones de las mitocondrias aisladas a partir del pulmón de 
ratones control y ratones inoculados con una dosis de LPS de 4 mg/kg de peso corporal (i.p.) y 
15 h de incubación (Couplan et al., 2002). 
El papel de las UCPs también se ha estudiado en diferentes líneas celulares tratadas con 
endotoxina. En la línea celular macrofágica RAW 264, se observó que los niveles de expresión 
de la UCP2 (ARNm y proteína) disminuían al administrar un tratamiento con LPS de 1 µg/ml 
durante 24 h (Kizaki et al., 2002). Estos resultados sugirieron que la adición de LPS suprime la 
expresión de la UCP2, induciendo un aumento en la producción de ROS intracelulares, lo cual 
activa la cascada de transducción de señales para la expresión de la isoforma inducible de la 
óxido nítrico sintasa (iNOS), con la finalidad de generar una respuesta celular rápida y 
eficiente frente a un agente infeccioso (Kizaki et al., 2002). De acuerdo con estos resultados, la 
incubación de células dendríticas obtenidas a partir de médula ósea de ratón con una dosis de 
LPS de 0,1 µg/ml durante 48 h provoca una disminución en la expresión del ARNm de la UCP2, 
estando este efecto acompañado de un aumento en la expresión del ARNm de la iNOS (Chen 
et al., 2002). La inhibición de la expresión de la proteína UCP2 tras la adición de LPS fue 
confirmada en un trabajo posterior realizado en células inmunes del bazo y el pulmón de ratón 
(Alves-Guerra et al., 2003). En este trabajo se determinó que la expresión de la proteína UCP2 
disminuía inicialmente tras la administración a los ratones de una dosis de endotoxina de 10 
mg/kg de peso corporal, mientras que transcurridas 14 h de incubación, se producía un 
aumento en la expresión de la UCP2, que tendría la finalidad de proteger a la célula del daño 
oxidativo (Alves-Guerra et al., 2003). 
Además de la utilización de la endotoxina como modelo de inducción de un estado de sepsis 
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conseguía inducir el estado de sepsis mediante un modelo quirúrgico de ligación del ciego y 
posterior punción. De este modo, en el corazón de la rata se determinó que los niveles de 
expresión del ARNm de la UCP2 aumentaban un 52%, 12 h tras la realización del abordaje 
quirúrgico, en comparación con las ratas control. Sin embargo, no se detectó la proteína UCP2, 
tanto en los animales control como en los animales que desarrollaron un proceso séptico 
(Roshon et al., 2003). La misma aproximación metodológica se utilizó en otro estudio en el que 
se analizaron los niveles de expresión de la UCP3 en el músculo esquelético de la rata. En este 
caso, en los animales en los que se indujo un estado de sepsis, los niveles de expresión de la 
UCP3 (tanto del ARNm como de la proteína) resultaron ser 2-3 veces superiores a los 
detectados en los animales control (Sun et al., 2003).  
 
 
5. LA UTILIZACIÓN DE ENDOTOXINA COMO MODELO DE INDUCCIÓN DE LA ÓXIDO 
NÍTRICO SINTASA MITOCONDRIAL  
 
 
5.1. LA SÍNTESIS DE ÓXIDO NÍTRICO 
 
El óxido nítrico (NO) es un radical libre gaseoso que actúa como mensajero intercelular en 
diversos tejidos y que presenta una gran variedad de funciones fisiológicas, como la 
modulación del tono vascular, la inhibición de la agregación plaquetaria, la regulación de la 
adhesión plaquetaria al endotelio vascular, la inhibición de la oxidación de lípidos, el papel de 
actuar como neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico, la regulación de la 
apoptosis, la activación de la citotoxicidad macrofágica y actuar como defensa natural del 
organismo formando parte del sistema inmune (Bosca and Hortelano 1999; Ignarro 1999; 
Moncada and Erusalimsky 2002; Bosca et al., 2005; Moncada and Higgs 2006; Lowenstein 
2007). El NO ejerce muchos de estos efectos fisiológicos uniéndose a la guanilato ciclasa 
soluble (GCs). Esto se traduce en una serie de cambios conformacionales en la enzima que 
suponen la generación de GMP cíclico (cGMP), un potente segundo mensajero que transmite 
los efectos del NO a otros efectores de la cascada de señalización celular, como proteínas 
quinasas dependientes de cGMP, fosfodiesterasas reguladas por cGMP y canales iónicos 
regulados por cGMP (Denninger and Marletta 1999; Koesling et al., 2004). Entre los efectos 
ejercidos por el NO a través de su unión a la GCs se encuentra la relajación del músculo liso 
vascular, la inhibición de la agregación plaquetaria y la adhesión de leucocitos (Gewaltig and 
Kojda 2002; Hoenicka and Schmid 2008). 
 
Por otro lado, el NO también ejerce diversos efectos sobre la cadena de transporte de 
electrones; entre ellos, inhibe la actividad del Complejo IV o citocromo c oxidasa compitiendo 
por el sitio de unión del oxígeno, inhibe la transferencia de electrones entre el citocromo b y c 
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electrones y la función del Complejo I (Brown 1995; Boveris et al., 2000). La inhibición que 
ejerce el NO sobre la actividad de la citocromo c oxidasa es reversible (Cleeter et al., 1994), 
siendo el grado de inhibición ejercido por el NO dependiente de la concentración de oxígeno, 
puesto que el NO y el oxígeno compiten por el mismo sitio de unión en el centro reactivo de la 
citocromo c oxidasa (Brown and Cooper 1994; Cleeter et al., 1994; Takehara et al., 1995; 
Koivisto et al., 1997). 
 
La síntesis de NO celular está mediada por una familia de enzimas denominadas sintasas del 
óxido nítrico (NOS) que catalizan la oxidación de la L-arginina para producir NO y L-citrulina 
(Palmer et al., 1988). Esta reacción requiere de la presencia de oxígeno y de cofactores como 
la tetrahidrobiopterina (BH4) y la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) (Michel 
and Feron 1997). Dentro de esta familia de enzimas se han descrito distintas isoformas: la 
nNOS (neuronal o Tipo I) que originalmente fue purificada y clonada en cerebelo de rata (Bredt 
and Snyder 1990; Bredt et al., 1991), la iNOS (inducible o Tipo II) que se expresa 
fundamentalmente en macrófagos aunque también en otros tipos celulares como las células de 
la glía (Gross et al., 1990; Stuehr et al., 1991; Yui et al., 1991), y la eNOS (endotelial o Tipo III) 
que se expresa fundamentalmente en el endotelio vascular (Palmer et al., 1988; Gross et al., 
1990; Seidel et al., 1997). La nNOS y la eNOS se expresan de manera constitutiva, y sintetizan 
niveles bajos de NO en respuesta a un aumento en la concentración de calcio intracelular. Por 
el contrario, la iNOS se induce ante un proceso inflamatorio, y sintetiza niveles elevados de NO 
en respuesta a diversos estímulos como las citoquinas inflamatorias (interferón-γ, la IL-1β y el 
TNF-α), la endotoxina (LPS) y el daño oxidativo.  
 
En 1997, Ghafourifar y Richter identificaron una nueva isoforma de la NOS en las mitocondrias 
aisladas a partir del hígado de rata, que catalizaba la síntesis de NO a partir de L-arginina de 
manera dependiente de calcio, y que denominaron mtNOS (NOS mitocondrial) (Ghafourifar 
and Richter 1997). Esta enzima catalizaba la síntesis de. En un estudio posterior, realizado 
también en mitocondrias de hígado de rata, se concretó además que esta enzima se localiza 
en la membrana mitocondrial interna (Tatoyan and Giulivi 1998). Además de en el hígado, en 
trabajos más recientes se ha detectado la presencia de la mtNOS en las mitocondrias aisladas 
a partir de otros tejidos como el músculo esquelético (Alvarez and Boveris 2004; Escames et 
al., 2006), el timo (Bustamante et al., 2000), el cerebro (Riobo et al., 2001; Riobo et al., 2002), 
el corazón (Kanai et al., 2001; Boveris et al., 2003a; Boveris et al., 2003b; Alvarez and Boveris 
2004; Zanella et al., 2004; Xu et al., 2005), el riñón (Boveris et al., 2003b) y el pulmón 
(Escames et al., 2003). 
 
Por otro lado, también se ha descrito que la mitocondria es capaz de producir NO de manera 
independiente de las NOS, debido a que los nitritos se pueden reducir a NO al aceptar los 
equivalentes reductores de la ubisemiquinona en el Complejo bc1 (Kozlov et al., 1999). 
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de L-arginina y en presencia de inhibidores de las NOS, cantidades significativas de especies 
reactivas de nitrógeno, las cuales pueden generarse al producirse NO en presencia de 
cantidades excesivas de ROS (Lacza et al., 2006a). 
 
5.2. LA DETECCIÓN DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA MITOCONDRIAL  
 
Para la detección de la mtNOS se han utilizado diferentes aproximaciones experimentales 
dirigidas a detectar directamente esta enzima o, de forma indirecta, el NO producido por la 
mtNOS y los efectos que ejerce sobre la respiración.  
 
En relación a la detección directa de la mtNOS, se ha conseguido aislar y purificar esta enzima 
(Ghafourifar and Richter 1997; Tatoyan and Giulivi 1998). La utilización de anticuerpos mono- y 
policlonales frente a las diferentes isoformas de las NOS también ha sido aplicada en la 
detección y caracterización de la mtNOS (Tatoyan and Giulivi 1998; Boveris et al., 2003b; 
Lacza et al., 2003). Por otro lado, como aproximación indirecta, se han empleado diversas 
técnicas orientadas a la detección del NO producido por la mtNOS. Entre ellas, técnicas 
basadas en la oxidación de la mioglobina (Giulivi et al., 1998; Boveris et al., 2003a), marcajes 
con sondas específicas para el NO como el fluorocromo 4-amino-5-metilamino-2-7-
difluorfluoresceína diacetato (DAF-FM) (Lopez-Figueroa et al., 2000; Lacza et al., 2003), 
resonancia paramagnética de electrones o “spin-trapping” (Giulivi et al., 1998; Boveris et al., 
2003b), detección electroquímica mediante la utilización de un electrodo sensible al NO (Kanai 
et al., 2001; Schild et al., 2003) y ensayos de actividad enzimática, mediante la determinación 
de la respiración mitocondrial en presencia del sustrato L-arginina o el inhibidor de las NOS N-
monometil-L-arginina (L-NMMA) (Giulivi 1998; Kanai et al., 2001; Boveris et al., 2003b; Lacza et 
al., 2003). 
 
A pesar de los resultados obtenidos en los trabajos citados anteriormente, todavía existe cierta 
controversia en relación a la existencia de la mtNOS, debido a que se han obtenido 
resultados contradictorios a partir de diferentes aproximaciones experimentales (Brown 2001; 
Brookes 2004; Tay et al., 2004). Además, debe tenerse en cuenta que la fiabilidad de los 
resultados obtenidos en algunos estudios en los que se afirma la existencia de la mtNOS está 
cuestionada, debido a que dichos resultados raramente han sido reproducidos por otros grupos 
de investigadores (Lacza et al., 2006b). Un ejemplo de la obtención de resultados negativos en 
relación a la existencia de la mtNOS fue un estudio realizado en mitocondrias aisladas a partir 
del hígado de rata en el que se determinó que la adición del sustrato L-arginina o el inhibidor L-
NMMA no producía ningún efecto sobre la tasa de respiración, tanto en el Estado III como en el 
Estado IV (Tay et al., 2004). En este mismo trabajo tampoco se consiguió detectar la 
producción de NO por la mtNOS a pesar de realizar ensayos de oxidación de la mioglobina y 
utilizar un electrodo de NO. Los autores concluyeron que las mitocondrias utilizadas en su 
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insignificante y, por tanto, por debajo del nivel de detección de las técnicas empleadas en su 
estudio. En otro trabajo realizado en mitocondrias aisladas a partir del cerebro de ratón también 
se determinó que dichas mitocondrias no expresan la mtNOS, basándose los autores en la 
imposibilidad de detectar el NO mediante la utilización del fluorocromo DAF-FM y de un 
electrodo sensible al NO (Lacza et al., 2004). Recientemente, en un estudio orientado a la 
detección de la mtNOS en mitocondrias de corazón de ratón y de humanos, no se consiguió 
identificar esta enzima por western blot mediante la utilización de 7 anticuerpos diferentes anti-
NOS, ni tampoco mediante inmunoprecipitación. Además, se estimó que la producción de NO 
por parte de la mtNOS debía ser inferior a 2 ppb en 45 min, es decir, estaría por debajo del 
límite de detección de su ensayo (Csordas et al., 2007). 
 
5.3. EL ESTADO DE SEPSIS COMO MODELO DE INDUCCIÓN DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA 
MITOCONDRIAL 
 
En diversos estudios se ha utilizado la endotoxina como modelo de inducción de la mtNOS 
con la finalidad de detectarla y posteriormente caracterizarla bioquímica y funcionalmente 
(Callahan et al., 2001; Boveris et al., 2002; Escames et al., 2003; Alvarez and Boveris 2004; Xu 
et al., 2005). Como se ha mencionado anteriormente, al administrar endotoxina a un 
organismo, se induce un estado de sepsis acompañado de una importante respuesta 
inflamatoria, activándose la vía del NF-κβ y la transcripción de genes pro-inflamatorios que 
conducen a la síntesis de mensajeros intracelulares, como el NO y diversas citoquinas (Alvarez 
and Evelson 2007). 
 
En un estudio realizado en ratas en el que se administró una dosis de endotoxina de 10 mg/kg 
de peso corporal (i.p.) se observó, transcurridas 6 h de incubación, un aumento en la 
producción de peróxido de hidrógeno en mitocondrias aisladas a partir del músculo 
diafragmático (Boczkowski et al., 1999). Además, en dichas mitocondrias se detectó un 
aumento en el desacoplamiento mitocondrial y, por tanto, una disminución de la capacidad 
fosforilativa de la mitocondria, siendo estos efectos atenuados con la administración de L-
NMMA (8 mg/kg de peso corporal por vía intravenosa). Los autores de este trabajo concluyeron 
que estos efectos eran debidos al NO y a la generación de ROS durante la endotoxemia, 
formándose peroxinitrito (ONOO-), el cual daña la función mitocondrial contribuyendo a la 
alteración de la contractibilidad muscular (Boczkowski et al., 1999). 
 
En mitocondrias aisladas a partir del músculo diafragmático de ratas a las que se les había 
administrado una dosis de LPS de 8 mg/kg de peso corporal (i.p.) y 48 h de incubación se 
observó que la respiración de dichas mitocondrias se encontraba inhibida debido a un 
descenso en la tasa respiratoria en el Estado III, sin modificarse la respiración en el Estado IV, 
lo que indicaba que no existía desacoplamiento, ni se modificaba la relación ADP:O (síntesis de 
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del NO en dichos efectos se concluyó a partir de la observación de que el efecto inhibidor de la 
administración de endotoxina sobre el Estado III de la respiración era abolido al administrar a 
los animales una dosis de 1 mg/kg de peso corporal (i.p.) del inhibidor de las NOS, L-NAME (N-
Nitro-L-arginina-metil-ester) (Callahan et al., 2001). 
 
En otro trabajo, mediante técnicas espectrofotométricas basadas en la oxidación de la 
hemoglobina, se determinó la producción de NO por la mtNOS en las mitocondrias aisladas a 
partir del músculo diafragmático de ratas a las que se les había administrado una dosis de 
endotoxina de 10 mg/kg de peso corporal y 6 h de incubación (Boveris et al., 2002). En este 
estudio se determinó que el NO producido inhibía la respiración mitocondrial, induciendo un 
descenso en el consumo de oxígeno en el Estado III y en la producción de ATP (Boveris et al., 
2002).   
 
En estos estudios, la inhibición de la transferencia de electrones se puede explicar asociándola 
a un aumento en la producción de NO por la mtNOS, que conduce a un efecto irreversible del 
NO y el peroxinitrito sobre la NADH-ubiquinona reductasa y la ubiquinol-citocromo c reductasa, 
y a una inhibición reversible y competitiva con el oxígeno de la citocromo c oxidasa.  
 
En mitocondrias aisladas a partir del pulmón de ratas inoculadas por vía intravenosa con una 
dosis de endotoxina de 10 mg/kg de peso corporal se observó que la expresión y actividad de 
la mtNOS, así como la producción de NO inferida a partir de la cuantificación de nitritos, se 
encontraban incrementadas transcurridas 6 h desde la inoculación de la endotoxina (Escames 
et al., 2003). Un aumento en la actividad de la mtNOS también fue observado en mitocondrias 
aisladas a partir del corazón de ratas a las que se les había administrado una dosis de LPS de 
10 mg/kg de peso corporal (i.p.) y 6 h de incubación (Xu et al., 2005). 
 
Posteriormente, en mitocondrias aisladas a partir del corazón y el músculo diafragmático de 
ratas en estado de endotoxemia se estimó que el valor de la Km (constante de Michaelis-
Mentes que se corresponde con la concentración de sustrato a la cual la velocidad de una 
reacción enzimática es la mitad de la velocidad máxima) de la mtNOS para el oxígeno era de 
3,3 µM en las mitocondrias de corazón y de 4,6 µM en las mitocondrias del músculo 
diafragmático (Alvarez and Boveris 2004). Asimismo se determinó el pH óptimo para la 
actividad de la mtNOS, siendo 7,0 en las mitocondrias aisladas a partir del corazón y 6,5 en las 
mitocondrias aisladas a partir del diafragma.  
 
El estado de sepsis orientado a la detección y caracterización de la mtNOS, además de 
inducirse mediante la administración de endotoxina, se ha provocado en algunos estudios 
mediante el procedimiento quirúrgico de ligación y punción del ciego (Llesuy et al., 1994; Xu 
et al., 2005; Escames et al., 2006). Esta aproximación metodológica se encuentra asociada a 
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catalasa, glutation-peroxidasa) y en el hígado (catalasa) (Llesuy et al., 1994). Además, las 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el hígado de ratas a las que se les 
indujo dicho procedimiento quirúrgico presentaban una disminución de la respiración en el 
Estado III, sin afectarse la respiración en el Estado IV, y un aumento en la producción de 
peróxido de hidrogeno, siendo ambos efectos más marcados en las mitocondrias de músculo 
que en las mitocondrias de hígado (Llesuy et al., 1994). 
 
Utilizando este método, se encontró en otro trabajo que la actividad de la mtNOS del corazón 
de rata se veía incrementada en un estado de shock séptico, relacionándose además este 
incremento con una disminución de los parámetros hemodinámicos ventriculares (Xu et al., 
2005). Los autores determinaron la actividad de la mtNOS mediante la utilización de un kit 
comercial (Nanking Jiancheng Bioengineering Institute). En otro estudio, tras aplicar el mismo 
procedimiento, se determinó que las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de 
ratones de tipo silvestre mostraban un incremento en la actividad de la mtNOS y la producción 
de nitritos, mientras que la actividad de la cadena de transporte de electrones se encontraba 
disminuida. Sin embargo, en las mitocondrias aisladas a partir de ratones deficientes en la 
expresión de la iNOS y sometidos al mismo procedimiento, no se detectó ninguno de estos 
cambios (Escames et al., 2006). Estos datos sugirieron que la mtNOS está codificada por el 
mismo gen que la iNOS y es responsable de la disfunción mitocondrial observada en un estado 
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En el presente trabajo se han planteado los siguientes objetivos: 
 
1. Determinar la implicación de la proteína desacoplante 3 (UCP3) en la conductancia 
basal de la membrana mitocondrial interna a los protones, así como en el aumento de 
la conductancia inducido por el radical superóxido y el compuesto 4-hidroxinonenal 
(HNE), originado tras la peroxidación de los lípidos de la membrana mitocondrial. 
 
 Analizar el efecto de la inoculación de endotoxina sobre los niveles de 
expresión de la UCP3, así como del transportador de nucleótidos de adenina 
(ANT), en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el 
corazón de ratón.  
 
 Caracterizar los parámetros: control respiratorio, capacidad máxima de la 
respiración mitocondrial y actividad de los diferentes complejos de la cadena 
respiratoria mitocondrial, en las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético y el corazón de ratones de tipo silvestre y ratones deficientes en la 
expresión de la UCP3, en presencia y en ausencia de endotoxina. 
 
 Investigar la implicación de la UCP3 en la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones, mediante la utilización de mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón de ratones de tipo 
silvestre y mutantes deficientes en la expresión de la UCP3. 
 
 Estudiar la implicación de la UCP3 en el aumento de la conductancia a los 
protones inducido por el superóxido y el HNE mediante la utilización de 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón de ratones 
de tipo silvestre y mutantes deficientes en la expresión de la UCP3, en 
presencia y ausencia de endotoxina, así como mediante la adición del inhibidor 
de las proteínas desacoplantes, GDP, y del inhibidor del ANT, 
carboxiatractilósido. 
 
2. Estudiar el papel de la UCP3 en los procesos de isquemia-reperfusión mediante la 
aplicación de un protocolo de anoxia-reoxigenación en mitocondrias aisladas a partir 
del corazón de ratón y en cardiomiocitos neonatales de rata. 
 
3. Determinar la posible presencia de la óxido nítrico sintasa mitocondrial en el músculo 







































































































































En la realización de este estudio se utilizaron dos modelos de experimentación animal: el 
ratón, con el objetivo de realizar el estudio de la expresión génica y diferentes determinaciones 
con mitocondrias aisladas a partir del tejido muscular esquelético y el corazón, y la rata, con la 




Los ratones de tipo silvestre o “wild type” (WT) utilizados en este trabajo fueron proporcionados 
por la casa comercial Charles River Laboratories, Inc. Todos los experimentos se realizaron a 
partir de muestras procedentes de ratones macho de la línea C57BL/6 de 8-10 semanas de 
edad y 25-30 g de peso. Estos animales fueron mantenidos a una temperatura de 22ºC y con 
un ciclo de alternancia de luz-oscuridad de 12 h. Asimismo, tuvieron libre acceso a la ingestión 
de pienso y de agua de bebida.  
 
Los animales mutantes que carecen del gen ucp3, o “knock-out” para ucp3 (KO), fueron 
obtenidos en el animalario del CNIC a partir de 3 parejas de ratones C57BL/6 heterocigotos 
para este gen. Estos 6 animales fueron amablemente cedidos por el Dr. Martin D. Brand, del 
Medical Research Council-Dunn Human Nutrition Unit (Cambridge, Reino Unido).  
 
1.1.1. Genotipado de los ratones deficientes en la proteína UCP3 
 
El genotipado de los ratones obtenidos en los diferentes cruces fue realizado a partir de ADN 
genómico extraído de muestras de la cola, siguiendo las instrucciones del kit comercial 
REDExtract-N-Amp Tissue PCR kit (Sigma-Aldrich Chemical). El ADN extraído fue testado 
mediante una doble PCR utilizando los cebadores indicados en la Tabla M.1. 
 
Cebador Secuencia Alelo Localización 
    
Ucp3koF1 5'-GCAAAACCAAATTAAGGG-3' Mutado p1 
Ucp3koF2 5'-CATAGGCAGCAAAGGAAC-3' Normal p2 
Ucp3koR3 5'-CTTTATGGTTTACACAGC-3' Ambos p3 
    
Tabla M.1. Cebadores utilizados en el genotipado de los ratones deficientes en la proteína UCP3.   
 
 
En el esquema de la Figura M.1 se muestra el lugar de inserción del vector de disrupción en el 
gen ucp3 y la localización de los cebadores utilizados. En cada reacción de PCR se utilizaron 
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(Sigma-Aldrich Chemical), 2 µl de ADN y agua ultra-pura hasta completar un volumen final de 
reacción de 20 µl. 
 
loxPneo









Figura M.1. Esquema del lugar de inserción del vector de disrupción en el gen ucp3 y localización de los cebadores utilizados en 
el genotipado de los ratones deficientes en ucp3.   
 
 
El ciclo de PCR aplicado fue una desnaturalización inicial de 5 min a 95ºC, seguida de 35 ciclos 
de 30 s a 95ºC, 30 s a 55ºC y 30 s a 72ºC, y de una elongación final de 5 min a 72ºC. Los 
productos de PCR resultantes fueron visualizados con luz ultravioleta en un gel de agarosa al 
2% teñido con bromuro de etidio (Figura M.2).  
 
 
Figura M.2. Gel de agarosa al 2% en el que se visualizan los fragmentos amplificados mediante PCR para la realización del 
genotipado de los ratones: una única banda de 400 pb en el genotipo silvestre, dos bandas de 400 y 490 pb en el genotipo 
heterocigoto, y una única banda de 490 pb en el genotipo mutado. 
 
 
1.1.2. Protocolo de inoculación de endotoxina 
 
Dentro de cada tipo de animales, WT y KO, se hicieron dos grupos: animales sin tratamiento y 
animales tratados con endotoxina. A los animales sin tratamiento se les inyectó 
intraperitonealmente 100 µl de solución salina estéril. A los animales tratados con endotoxina 
se les inoculó por la misma vía una dosis de lipopolisacárido (LPS) de 12 mg/kg de peso 
corporal. La solución de LPS inoculada se preparó con endotoxina de Escherichia coli serotipo 
O55:B5 (Sigma-Aldrich Chemical) disuelta en solución salina estéril a una concentración de 3 
mg/ml. Tras la inoculación se mantuvo a los ratones a una temperatura constante de 22ºC y 
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1.1.3. Obtención de muestras tisulares 
 
Pasadas 24 h tras la inoculación de LPS, se procedió al sacrificio de los animales mediante 
dislocación cervical. Inmediatamente se extrajo el tejido muscular esquelético de ambas 
extremidades posteriores y el corazón. Estas muestras tisulares fueron utilizadas en tres tipos 
de procedimientos: extracción de ARN, extracción de proteínas y aislamiento de mitocondrias.  
 
Las muestras destinadas a la extracción de ARN y proteínas fueron conservadas a -80ºC hasta 
su procesado, mientras que las muestras destinadas al aislamiento de mitocondrias fueron 




Las ratas utilizadas en la realización de este estudio fueron obtenidas a partir de diferentes 
cruces de ratas adultas de la línea Wistar proporcionadas por la casa comercial Charles River 
Laboratories, Inc. Tras el apareamiento de diferentes parejas de ratas adultas y un periodo de 
gestación de 20-22 días, se obtuvieron camadas de 6-10 crías. Estos animales fueron 
mantenidos a una temperatura de 21ºC y con un ciclo de alternancia luz-oscuridad de 12 h, 
permitiendo su amamantamiento hasta el día de la realización del experimento. 
 
 
2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
 
 
El estudio de la expresión génica en ratones de tipo silvestre y mutantes UCP3KO se llevó a 
cabo analizando los niveles de expresión del ARNm, así como los niveles de expresión de la 
proteína. 
 
2.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL ARN 
 
2.1.1. Extracción de ARN 
 
La extracción de ARN se realizó utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen). Este reactivo es 
una solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina y el protocolo de extracción está 
basado en el método ideado por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987).  
 
Las muestras de tejido muscular esquelético (músculo gastrocnemio) y corazón fueron 
homogeneizadas en 1 ml de TRIzol con un homogenizador Ultra Turrax (IKA-Labortechnik) a 
4ºC. A continuación, se centrifugó el homogeneizado resultante durante 10 min a 12000 g y 
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Seguidamente se añadieron 200 µl de cloroformo y se centrifugó durante 15 min a 12000 g y 
4ºC. De esta manera se separó la solución en tres fases: una fase superior acuosa 
(transparente), una interfase (blanquecina) y una fase inferior orgánica (rosa). La fase acuosa 
se recogió en otro tubo y se añadieron 500 µl de alcohol isopropílico con la finalidad de 
precipitar el ARN. Tras una incubación de 10 min a 4ºC se volvieron a centrifugar las muestras 
a 12000 g durante 10 min. Se retiró el sobrenadante y se lavó el sedimento con 1 ml de etanol 
al 75% en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) al 0,1%. A continuación se centrifugó a 
4ºC durante 5 min a 7500 g. Finalmente se retiró el sobrenadante de esta última centrifugación 
y se procedió a secar las muestras a 37ºC durante 5 o 10 min con la finalidad de evaporar la 
mayor cantidad posible de etanol. A continuación se resuspendió el sedimento en 50 µl de 
agua tratada con DEPC al 0,1% mediante la incubación a 60ºC durante 10 min.  
 
Todo el proceso de extracción de ARN se llevó a cabo poniendo especial cuidado en mantener 
la zona de trabajo libre de ARNasas, y desechando el material utilizado cuando se pudiera 
producir una posible contaminación. Las muestras de ARN finalmente obtenidas fueron 
congeladas a -80ºC y mantenidas a esta temperatura hasta su posterior procesado.  
 
2.1.2. Determinación de la concentración, pureza e integridad del ARN 
 
La concentración y pureza del ARN extraído fueron determinadas con el espectrofotómetro ND-
1000 (NanoDrop Technologies) a partir de 1 µl de muestra. La concentración del ARN fue 
calculada a través del valor de absorbancia a 260 nm (máximo de absorbancia de los ácidos 
nucleicos) teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a esta longitud de onda equivale 
a 40 µg de ARN por ml. La pureza del ARN se determinó mediante la relación de la 
absorbancia medida a 260 y a 280 nm (máximo de absorbancia de las proteínas). Una muestra 
de ARN fue considerada con un grado de pureza óptimo cuando la relación de absorbancia 
260/280 fue de 2,0. La integridad del ARN se verificó mediante una electroforesis en gel de 
agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Las muestras de ARN en buenas condiciones (no 
degradadas) presentaron el patrón de bandas nítidas de ARNr (28S y 18S) que se observa en 




Integridad del ARN 
Marcador           Muestra 1          Muestra 2           Muestra 3             Muestra 4
  
Figura M.3. Gel de agarosa al 1% en el que se visualiza el patrón de migración de varias muestras de ARN extraídas para la 
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2.1.3. Retrotranscripción 
 
La retrotranscripción consiste en la formación de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN 
mediante la acción de la enzima transcriptasa reversa (RT). Esta reacción se llevó a cabo con 
el sistema Super Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) utilizando 
hexanucleótidos al azar o “random hexanucleotides” como cebadores. 
 
Todos los reactivos y el material utilizado fueron preparados libres de ARNasas. En un volumen 
final de reacción de 10 µl se añadió 1 µg de ARN, 100 ng de hexanucleótidos y dNTPs 1 mM 
en agua tratada con DEPC. Para desnaturalizar el ARN se incubó esta mezcla a 65ºC durante 
5 min, e inmediatamente se puso en hielo. En otro tubo, como control de contaminación 
genómica, se llevó a cabo una reacción paralela sin transcriptasa reversa. Seguidamente se 
añadieron 2 µl del tampón de la enzima RT (Invitrogen), 4 µl de MgCl2 25 mM, 2 µl de DTT 0,1 
M y 40 U del inhibidor de ARNasas (RNAseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor, 
Invitrogen), y se incubó a temperatura ambiente durante 2 min. A continuación se añadió 1 µl 
de la enzima RT SuperScript II (50 U) y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min, a 
42ºC durante 50 min y a 70ºC durante 15 min. Tras refrigerar las muestras en hielo, se añadió 
1 µl de  ARNasa H para eliminar el ARN que pudiera quedar mezclado con el ADNc sintetizado 
y se incubó a 37ºC durante 20 min. Finalmente, el ADNc obtenido fue conservado a -20ºC 
hasta la realización de la PCR cuantitativa. 
 
2.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
 
La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real permite la cuantificación de ácidos 
nucleicos. Este método está basado en la monitorización de la PCR mediante técnicas de 
fluorescencia, de manera que la señal fluorescente visualizada es proporcional a la cantidad de 
producto de PCR obtenido. Esta señal es generada por fluoróforos específicos de ADN 
bicatenario (como el SYBR-Green) o por sondas específicas de la secuencia a amplificar. Con 
este sistema se puede detectar en qué momento cada reacción de PCR alcanza su fase 
exponencial de amplificación, la cual se correlaciona con la cantidad de copias del ADN diana 
que había inicialmente en la muestra. 
 
2.1.4.1. Cuantificación relativa mediante el método comparativo del ciclo umbral (Ct) 
 
La metodología utilizada en la cuantificación de la expresión de los genes de interés en las 
muestras de tejido muscular esquelético y corazón requirió elegir otro gen cuya expresión no 
variara con la aplicación del tratamiento de LPS, es decir, un gen de expresión constitutiva o de 
referencia, y se eligió el gen β-actina. De esta manera, las diferencias en la expresión de los 
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del gen β-actina en cada una de ellas. De este modo, se consiguió corregir las posibles 
diferencias en la concentración inicial de ADNc.  
 
Este método de cuantificación relativa permitió determinar en los animales tratados con LPS la 
cantidad de ADN de un gen diana (ucp3, ucp2, etc.) normalizado respecto de un gen de 
referencia (β-actina) y de forma relativa a la expresión de dicho gen en los animales sin 
tratamiento. Esta cuantificación se realizó a través de la fórmula 2-∆∆Ct, siendo Ct el número de 
ciclos necesarios para que la cantidad de ADN amplificada alcance un valor umbral o de 
saturación. Del mismo modo se pudo cuantificar en los animales knock-out para ucp3 la 
expresión de un gen diana normalizado respecto de β-actina y de forma relativa a la expresión 
de dicho gen en los animales de tipo silvestre. 
 
2.1.4.2. Cebadores utilizados 
 
Para el diseño de los cebadores utilizados en este estudio se empleó el programa informático 
Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000). Las secuencias de ADN de ratón sobre las que se 
diseñaron los cebadores se obtuvieron de la base de datos GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank): NM007393 para β-actina, NM009464 para ucp3, NM011671 
para ucp2, NM007450 para ant1 y NM007451 para ant2. En la Tabla M.2 aparecen reflejadas 
las secuencias de los cebadores utilizados, así como las temperaturas de hibridación (Th) y el 
tamaño de los productos amplificados 
 
Cebador Secuencia Th (ºC) 
Producto 
amplificado 


































58º 166 pb 
    






- 79 - 
2.1.4.3. Condiciones de la reacción 
 
Una vez obtenidas las muestras de ADNc de tejido muscular esquelético y corazón se procedió 
a realizar las reacciones de PCR por triplicado y en un volumen total de 20 µl. En cada pocillo 
de una placa óptica se añadió SYBR-Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0,4 µM 
de cada cebador y agua bidestilada estéril hasta completar un volumen final de 19 µl. En último 
lugar se añadió 1 µl de ADNc de cada muestra. En las mismas condiciones, se preparó una 
reacción con ARN en lugar de ADNc como control negativo de cada muestra. También se 
incluyó en cada placa otro control negativo únicamente con agua. Se selló la placa con una 
lámina óptica y se introdujo en el sistema ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). El ciclo 
aplicado consistió en 2 min a 50ºC y 10 min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 15 s a 95ºC, 30 s 
a 55-60ºC y 30 s a 72ºC. 
 
Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa informático SDS 2.1 asociado al 
sistema ABI (Applied Biosystems). El estudio estadístico se realizó aplicando el test de la t de 
Student, considerándose estadísticamente significativas las diferencias con un valor de p<0,05.  
 
2.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 
 
2.2.1. Extracción de proteínas 
 
La extracción de proteínas a partir del tejido muscular esquelético y el corazón se realizó en un 
tampón RIPA comercial (Sigma-Aldrich Chemical) suplementado con ditiotreitol 1 mM, Pefabloc 
100 mM (Roche Diagnostics) y un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche 
Diagnostics). La solución RIPA fue añadida a las muestras congeladas en función de su peso: 
4 ml por cada g de tejido muscular esquelético y 5 ml por cada g de tejido cardiaco. A 
continuación se homogeneizaron las muestras con un homogeneizador Ultra-Turrax (IKA-
Labortechnik) y se incubaron en hielo durante 20 min. Posteriormente los extractos obtenidos 
fueron centrifugados 2 veces durante 10 min a 12000 g. Todo el proceso fue realizado a 4ºC. El 
sobrenadante obtenido se congeló a -80ºC tras determinar su concentración de proteínas.  
 
2.2.2. Determinación de la concentración de proteínas: método de Biuret  
 
La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Biuret. Este método se 
basa en que el ión cúprico del reactivo de Biuret, en un medio fuertemente alcalino, se coordina 
con los enlaces peptídicos (CO-NH) de las proteínas formando un complejo de color violeta, 
que presenta un máximo de absorción a 540 nm. La intensidad de este color depende de la 
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Inicialmente se elaboró una recta patrón con cantidades conocidas de la proteína albúmina 
sérica bovina (BSA). Para ello, diferentes diluciones de BSA (dentro del rango de 2 a 22 mg/ml) 
se incubaron durante 30 min con desoxicolato sódico y reactivo de Biuret. Pasado este tiempo, 
se determinó su absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro (U-2001, Hitachi Instruments, 
Inc). Mediante la representación de estos datos se calculó la pendiente de la recta (K) que 
relaciona la absorbancia con la concentración de BSA (Figura M.4). 
 





















Figura M.4. Recta patrón para la determinación de la concentración de proteínas mediante el método de Biuret. La 
representación gráfica de diferentes concentraciones de BSA y su absorbancia medida a 540 nm permite el cálculo de la 
pendiente de la recta (K), que relaciona la absorbancia de una muestra con su concentración de proteínas. 
 
 
La determinación de la concentración de proteínas totales se realizó, tanto en los extractos 
proteicos tisulares como en las preparaciones de mitocondrias aisladas, aplicando la fórmula 
[Proteínas totales] (mg/ml) = K
-1 x F x A, siendo K la pendiente de la recta, F el factor de dilución 
y A el valor de la absorbancia medido a 540 nm. 
 
2.2.3. Detección de la expresión de proteínas mediante western blot 
 
Tras determinar la concentración de proteínas totales de cada muestra, éstas se analizaron 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia de SDS, utilizando  
diferentes porcentajes de acrilamida/bisacrilamida en función del peso molecular de la proteína 
que se deseara detectar en cada caso (Tabla M.3).  
 
Inicialmente, los extractos proteicos y las preparaciones de mitocondrias aisladas se hirvieron 
durante 5 min en un tampón de carga compuesto por SDS al 2%, glicerol al 10%, 2-
mercaptoetanol al 5%, azul de bromofenol al 0,002% y Tris-HCl 62,5 mM a pH 6,8. 
 
Después de cargar en cada gel la misma cantidad de proteína de cada una de las muestras 
(100 µg), se llevaron a cabo la electroforesis y la transferencia utilizando el sistema Mini 
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Proteína Peso molecular Gel % 
















   
Tabla M.3. Proteínas detectadas mediante western blot en este estudio. Se indican los pesos moleculares y el porcentaje de 
acrilamida/bisacrilamida utilizado en los geles en los que se resolvieron dichas proteínas. 
 
 
La electroforesis se realizó a 120 V a temperatura ambiente, mientras que la transferencia se 
realizó a 350 mA a 4ºC. Las proteínas en el gel fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (GE Healthcare) o de polivinildifluoruro (Hybond-P, GE Healthcare).  
 
Tras la transferencia, las membranas fueron bloqueadas con leche desnatada en polvo disuelta 
al 5% en TBS-T (Tris-HCl 20 mM a pH 7,2, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%) durante 2 h e 
incubadas posteriormente durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario 
correspondiente diluído en la solución de bloqueo. En la Tabla M.4 aparecen reflejados los 
anticuerpos primarios y las diluciones a las que fueron utilizados. 
 
Proteína Anticuerpo primario Dilución 
   
iNOS BD Transduction Laboratorios 1:2000 
Actina Sigma Aldrich Chemical 1:5000 
UCP3 Affinity BioReagents 1:1000 
ANT Santa Cruz Biotechnology 1:1000 
Porina Molecular Probes, Invitrogen 1:10000 
   
Tabla M.4. Proteínas detectadas mediante western blot en este estudio. Se indican los anticuerpos primarios y las diluciones a 
las que fueron utilizados. 
 
 
Al finalizar la incubación con el anticuerpo primario, se lavaron las membranas con TBS-T y se 
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado a una 
peroxidasa de rábano en leche desnatada al 5% en TBS-T. En la Tabla M.5 aparecen 
reflejados los anticuerpos secundarios y las diluciones a las que fueron utilizados.  
 
Finalmente, tras volver a lavar con TBS-T, se visualizaron las bandas de proteínas utilizando un 
método quimioluminiscente basado en la oxidación del luminol por acción del peróxido de 
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Proteína Anticuerpo secundario Dilución 
   
iNOS Anti-IgG de conejo (Vector Laboratories) 1:5000 
Actina Anti-IgG de ratón (Santa Cruz Biotechnology) 1:2500 
UCP3 Anti-IgG de conejo (Vector Laboratories) 1:5000 
ANT Anti-IgG de cabra (Santa Cruz Biotechnology) 1:2500 
Porina Anti-IgG de ratón (Santa Cruz Biotechnology) 1:2500 
   
Tabla M.5. Proteínas detectadas mediante western blot en este estudio. Se indican los anticuerpos secundarios y las diluciones a 
las que fueron utilizados. 
 
 
Mediante la realización de un densitometrado de las bandas visualizadas, utilizando el 
programa informático Quantity One (Bio-Rad Laboratories), se cuantificó el nivel de expresión 
de las proteínas. El estudio estadístico de los datos obtenidos se realizó aplicando el test de la t 




3. ESTUDIOS REALIZADOS EN MITOCONDRIAS AISLADAS 
 
 
3.1. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS 
 
Para la realización de este estudio fue necesario el aislamiento de mitocondrias a partir del 
tejido muscular esquelético y el corazón de ratón. En ambos casos el sacrificio de los animales 
se realizó por dislocación cervical y sin la administración de anestésicos. 
 
3.1.1. Aislamiento de mitocondrias a partir del tejido muscular esquelético 
 
Tras el sacrificio de los animales (3 ratones por preparación), se extrajo el tejido muscular 
esquelético de las extremidades posteriores y se conservó en la solución CP1 (KCl 100 mM, 
Tris-HCl 50 mM y EGTA 2 mM, a pH 7,4) (Cadenas and Brand 2000). Inmediatamente se 
realizó una rotura inicial de las fibras musculares sobre una superficie rígida. Seguidamente, se 
disgregó el tejido de manera más minuciosa, a la vez que se lavaba con medio CP1. Este 
proceso, al igual que todas las fases del protocolo de aislamiento, se realizó manteniendo las 
muestras a 4ºC. Tras estos lavados, se retiró la solución CP1 y se añadió solución CP2 (KCl 
100 mM, Tris-HCl 50 mM, EGTA 2 mM, BSA 0,5% libre de ácidos grasos, MgCl2 5 mM, ATP 1 
mM y 10 U/g tejido de proteasa, a pH 7,4). Tras mantener la muestra en agitación durante 2 
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pases). A continuación se centrifugó este homogeneizado durante 10 min a 429 g. El 
sobrenadante obtenido fue filtrado y nuevamente centrifugado durante 10 min a 10382 g. El 
sedimento se resuspendió en CP1 y se volvió a centrifugar durante 10 min a 10382 g. El 
sedimento obtenido volvió a ser resuspendido en CP1 y finalmente centrifugado durante 10 min 
a 3842 g. Todas las centrifugaciones se realizaron a 4ºC. El sedimento resultante de esta 
última centrifugación fue resuspendido en 150 µl de la solución CP1. A continuación se 
determinó la concentración de proteínas de la preparación de mitocondrias obtenida mediante 
el método de Biuret. 
 
3.1.2. Aislamiento de mitocondrias a partir del corazón 
 
Tras el sacrificio de los animales (8 ratones por preparación), se extrajo el tejido cardiaco y se 
conservó en la solución MS1 (manitol 230 mM, sacarosa 70 mM, Tris-HCl 5 mM y EDTA 1 mM, 
a pH 7,4) (Han et al., 2003) en hielo. Tras un proceso de troceado sobre una superficie rígida, 
se realizaron diversos lavados con medio MS1 para eliminar la sangre del tejido. Este proceso 
y las siguientes fases del aislamiento se realizaron manteniendo las muestras a 4ºC. Tras los 
lavados se retiró la solución MS1 y se añadió la solución MS2 (manitol 230 mM, sacarosa 70 
mM, Tris-HCl 5 mM, EDTA 1 mM y 40,4 U/g tejido de proteasa, a pH 7,4). Tras mantener la 
muestra en agitación durante 2 min, la preparación obtenida se homogeneizó con la ayuda de 
un émbolo de vidrio manual (5 pases). A continuación se filtró y centrifugó este homogeneizado 
en las mismas condiciones que en el protocolo de aislamiento de mitocondrias de músculo 
esquelético. El sedimento resultante de la última centrifugación fue resuspendido en 100 µl de 
MS1. A continuación se determinó la concentración de proteínas de la preparación de 
mitocondrias obtenida mediante el método de Biuret. 
 
3.2. MEDIDAS DE CONSUMO DE OXÍGENO 
 
3.2.1. Control respiratorio 
 
El control respiratorio es un indicador de la integridad y el acoplamiento mitocondrial y, por lo 
tanto, de la calidad de las mitocondrias aisladas. Este índice se define como la relación entre el 
consumo de oxígeno en el Estado III y en el Estado IV, es decir, la relación entre el consumo 
de oxígeno en presencia de sustrato y ADP (Estado III) y el consumo de oxígeno tras la adición 
de oligomicina (Estado IV). 
 
Para determinar el control respiratorio, las mitocondrias fueron incubadas en medio KHE, 
compuesto por KCl 120 mM, KH2PO4 5 mM, HEPES 3 mM, EGTA 1 mM y BSA 0,3% libre de 
ácidos grasos, a pH 7,2 (Cadenas and Brand 2000). Para el cálculo del control respiratorio en 
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mientras que para el cálculo del control respiratorio en las mitocondrias de corazón se utilizaron 
0,25 mg de proteína/ml de medio. 
 
En la valoración del control respiratorio se utilizó succinato como sustrato, a una concentración 
saturante de 4 mM. Puesto que este sustrato dona directamente los electrones al Complejo II 
de la cadena respiratoria, se añadió también rotenona (2 µM), con el fin de evitar el transporte 
retrógrado de electrones hacia el Complejo I. Tras la adición de succinato, se inició el consumo 
de oxígeno, el cual se vio incrementado con la posterior adición de ADP (250 µM). Finalmente 
se añadió oligomicina (1 µg/ml) que, al inhibir la síntesis de ATP, produce secundariamente una 
ralentización en el consumo de oxígeno. Estas medidas de consumo de oxígeno se realizaron 
en medio KHE y a 37ºC. 
 
3.2.2. Capacidad máxima de la respiración mitocondrial 
 
La capacidad máxima de respiración de las mitocondrias aisladas se determinó en el 
respirómetro de alta resolución Oroboros Oxygraph-2k. En las cámaras del respirómetro, se 
añadieron 50 µg/ml de la suspensión mitocondrial a un volumen de 2 ml de medio KHE con 
0,3% BSA y a 37ºC. Tras cerrar la cámara del respirómetro y estabilizarse la señal recogida por 
el mismo, se añadió rotenona 2 µM, succinato 5 mM y el agente desacoplante FCCP 
(carbonilcianida-p-trifluorometoxifenilhidrazona). El FCCP disipa el gradiente electroquímico de 
protones de la membrana mitocondrial interna y estimula así la respiración hasta su nivel 
máximo.  
 
Se realizaron experimentos preliminares para determinar la dosis de FCCP a la que se obtenía 
una velocidad de respiración máxima para las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético (Figura M.5.A) y del corazón (Figura M.5.B). Tras la adición de rotenona (R) y 
succinato (S), las mitocondrias iniciaron la respiración. Con la adición secuencial de FCCP 0,1 
µM, el flujo basal aumentó, hasta alcanzar un valor máximo, y seguidamente disminuyó. La 
concentración de FCCP a la que se alcanzó el flujo máximo fue 0,6 µM en mitocondrias de 
músculo esquelético y 0,8 µM en mitocondrias de corazón. Por lo tanto, se utilizaron dichas 
concentraciones de FCCP en los experimentos de determinación de la capacidad máxima de la 
respiración mitocondrial. 
 
Los valores de respiración obtenidos (nmol O2/(min⋅mg de proteína)) fueron  determinados 
como el valor medio de la respiración a lo largo de 1 min tras la adición de FCCP. El estudio 
estadístico se realizó aplicando el test de la t de Student, considerándose estadísticamente 































































































































































































































































































































































































































































Figura M.5. Determinación de la dosis de FCCP necesaria para alcanzar la capacidad de respiración máxima en mitocondrias de 
músculo esquelético (A) y de corazón (B). Tras la adición de rotenona 2 µM (R) y succinato 5 mM (S), se realizaron varias adiciones 
de FCCP 0,1 µM (F) hasta alcanzar la capacidad máxima de respiración mitocondrial. La línea azul representa la concentración de 




 3.2.3. Actividad de los diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial 
 
Los experimentos para la determinación de la actividad de los diferentes complejos de la 
cadena de transporte de electrones mitocondrial fueron realizados utilizando respirometría de 
alta resolución (Oroboros Oxygraph-2k). En las cámaras del respirómetro, las mitocondrias 
fueron incubadas en medio KHE con 0,3% BSA a una concentración de 50 µg/ml, y fueron 
mantenidas en agitación a 37ºC. Tras cerrar la cámara del respirómetro y estabilizarse la señal 
recogida por el mismo, se añadieron diferentes sustratos e inhibidores en el siguiente orden: 
piruvato 5 mM o glutamato 10 mM, malato 2 mM, ADP 1 mM, citocromo c 10 µM, rotenona 2 
µM, succinato 5 mM, antimicina A 2,5 µM, ascorbato 2 mM, TMPD (tetrametil-p-
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La oxidación del piruvato o el glutamato por parte de las mitocondrias es un indicador de la 
actividad del Complejo I. El malato facilita la entrada de estos sustratos al interior de la 
mitocondria. Tras la adición de ADP, comienza la síntesis de ATP por parte de la ATP sintasa. 
Si las mitocondrias se encuentran en buen estado, el valor de la respiración en este punto debe 
ser similar al observado al añadir citocromo c al medio. Con la adición de rotenona queda 
inhibido el Complejo I al bloquearse la transferencia de electrones entre la flavina y la 
ubiquinona. El succinato es oxidado por el Complejo II hasta la adición de antimicina A, que 
bloquea la transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c1, inhibiéndose el 
Complejo III. El TMPD dona sus electrones a la citocromo c oxidasa (Complejo IV), permitiendo 
la reducción del oxígeno. El ascorbato a su vez dona electrones al TMPD, de modo que la 
adición conjunta de estos dos compuestos tras la inhibición del Complejo III, permite estimar la 
actividad de la enzima. Finalmente, el cianuro potásico actúa sobre el grupo hemo a3 de la 
citocromo c oxidasa impidiendo su interacción con el oxígeno. 
 
La adición del sistema ascorbato/TMPD al medio supone una disminución en la concentración 
de oxígeno ajena al consumo de oxígeno por parte de la mitocondria. Este valor fue corregido 

















































































Figura M.6. Determinación del flujo de oxígeno tras la adición al medio de ascorbato (ASC, 2 mM) y TMPD (500 µM). La línea azul 
representa la concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada representa el flujo (nmol O2/(min⋅ml)). 
 
 
Tras la adición de ascorbato y TMPD, el flujo medido fue de 0,74 ± 0,04 nmol/(min·ml). Este 
valor fue restado del valor de la respiración mitocondrial tras la adición de ascorbato y TMPD. 
 
El valor de la respiración (nmol O2/(min⋅mg de proteína)) fue determinado como el valor medio 
de la respiración a lo largo de 1 min tras la adición de cada uno de los sustratos. El estudio 
estadístico se realizó aplicando el test de la t de Student, considerándose estadísticamente 
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3.2.4. Determinación del consumo de oxígeno tras un proceso de anoxia-reoxigenación 
 
Con la finalidad de determinar si la proteína UCP3 pudiera tener algún papel en la respuesta 
frente a un proceso de anoxia-reoxigenación, se realizó este estudio en mitocondrias aisladas a 
partir del corazón de ratones de tipo silvestre (WT, expresan la UCP3) y de mutantes que no 
expresan la UCP3 (KO). 
 
El aislamiento de las mitocondrias se realizó según se ha descrito en el apartado 3.1.2.1 de 
esta sección de Materiales y Métodos. Tras determinar la concentración de proteínas, las 
mitocondrias se incubaron en medio KHE suplementado con 0,3% BSA a una concentración de 
0,2 mg/ml de medio a 37ºC.  
 
Las mitocondrias fueron sometidas a un proceso de anoxia y reoxigenación. El protocolo 
aplicado fue el siguiente: inicialmente se añadió rotenona 5 µM y succinato 4 mM, y cuando la 
concentración de oxígeno de la cámara alcanzó el valor de 100 µM, se añadió ADP 1 mM. Tras 
consumirse la totalidad del oxígeno de la cámara, las mitocondrias fueron mantenidas en 
anoxia durante 20 min. Transcurrido este tiempo, se recogieron las mitocondrias, se lavaron 
mediante centrifugado (5 min a  4000 g) y posterior resuspensión en medio KHE fresco, y se 
volvieron a colocar en la cámara del respirómetro. Tras la reoxigenación de las mitocondrias y 
el cerrado de la cámara, se añadió de nuevo rotenona, succinato y ADP (a las mismas 
concentraciones anteriormente indicadas), y se esperó a que se volviera a consumir el oxígeno. 
Finalmente se determinaron los valores de la respiración (nmol O2/(min⋅mg de proteína)) antes 
y después del proceso de anoxia-reoxigenación, tras la adición de succinato y tras la adición de 
ADP a 30 µM de oxígeno. El estudio estadístico se realizó aplicando el test de la t de Student, 
considerándose estadísticamente significativas las diferencias con un valor de p<0,05.  
 
3.3. MEDIDA DE LA CONDUCTANCIA DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES 
 
3.3.1. Fundamento de la técnica 
 
Cuando la ATP sintasa está inhibida, la tasa de respiración mitocondrial es proporcional a la 
tasa a la que los protones regresan a la matriz mitocondrial a través de la membrana 
mitocondrial interna. La respuesta cinética de la conductancia de la membrana mitocondrial 
interna a los protones en relación a su fuerza motriz (el potencial de membrana mitocondrial) 
puede ser medida, por tanto, como la relación entre la tasa de respiración y el potencial, al ir 
variando el potencial mediante la inhibición gradual de la cadena de transporte de electrones 
(Nicholls 1974; Brand 1990). 
 
En nuestro laboratorio, la tasa de respiración y el potencial de membrana fueron medidos 
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trifenilmetilfosfonio (TPMP+) (Brand 1995). Este catión atraviesa la membrana mitocondrial 
interna y se acumula en la matriz mitocondrial, debido al valor negativo del potencial de 
membrana en la matriz (Liberman et al., 1969). Al variar el potencial de membrana, se 
producirá una variación en la cantidad de catión acumulado en el interior de la mitocondria, 
hasta alcanzarse un estado de equilibrio entre la concentración del catión en el interior y el 
exterior de la mitocondria. Este equilibrio en respuesta al potencial de membrana mitocondrial 
se puede determinar mediante la ecuación de Nernst, donde intervienen una serie de 
variables como la constante R (constante de los gases, 8,31 J/mol), el valor de T (temperatura 
absoluta en ºK), la constante F (constante de Faraday, 96,406 J/V) y el logaritmo de la relación 
entre la concentración de un catión en el interior y el exterior de la mitocondria (Figura M.7). 
 


















Figura M.7. Estructura química del TPMP+ y ecuación de Nernst aplicada al cálculo de un potencial (∆ψ). 
 
 
Para la determinación de la cantidad de catión en el interior de la mitocondria es necesario 
tener en cuenta que el potencial de membrana mitocondrial produce una redistribución del 
catión dentro de la mitocondria, desde la superficie de la membrana externa hacia la superficie 
interna de la membrana interna, pero sin verse modificada la cantidad total de catión asociada 
al interior de la mitocondria (Ross et al., 2005). Por lo tanto, la cantidad constante de catión en 
la matriz mitocondrial se puede determinar aplicando un factor de corrección que tiene en 
cuenta el volumen mitocondrial y el grado de unión del TPMP+ a la membrana mitocondrial. El 
factor de corrección aplicado en nuestros estudios, tanto en las mitocondrias del tejido 
muscular esquelético como en las del corazón, fue de 0,35 (Rolfe et al., 1994).  
 
Determinación del ∆ψm















Figura M.8. Ecuación de Nernst aplicada al cálculo del potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) a 37ºC. 
 
 
Una vez determinada la cantidad de catión en la matriz mitocondrial y en el medio 
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puede ser calculado mediante la ecuación de Nernst (Brand 1995), donde el producto de 
(2,303⋅R⋅T/F) medido a 37ºC tiene el valor de 61,5 (Figura M.8). 
 
El electrodo de TPMP+ va asociado a un electrodo de referencia (CE2 pH electrode, Unicam) y 
ambos se introducen en la cámara del electrodo de oxígeno, que dispone de un sistema de 
agitación magnética (Rank Brothers Ltd) y se encuentra termostatizada a 37ºC. Los tres 
electrodos se conectan a un sistema de adquisición de datos en tiempo real (PowerLab, 
ADInstruments) que permite su visualización y registro mediante el programa informático Chart 
4.0 (ADInstruments). 
 
El electrodo de oxígeno tipo Clark (Rank Brothers Ltd.) fue calibrado con medio KHE saturado 
de oxígeno (en equilibrio con el aire) y asumiendo que su contenido en oxígeno era de 406 
nmol O/ml a 37ºC (Reynafarje et al., 1985). El electrodo de TPMP+ fue calibrado mediante 
sucesivas adiciones de TPMP+ 0,5 µM hasta alcanzar una concentración final en el medio de 
2,5 µM.  
 
3.3.2. Protocolos utilizados  
 
Los experimentos realizados con mitocondrias de tejido muscular se llevaron a cabo a 37ºC 
con 0,35 mg de proteína/ml de KHE, mientras que los experimentos realizados con 
mitocondrias de corazón se llevaron a cabo a la misma temperatura con 0,25 mg de 
proteína/ml. En todos los casos, tras añadir las mitocondrias al medio de incubación, se añadió 
rotenona 5 µM (inhibidor del Complejo I), oligomicina 1 µg/ml (inhibidor de la ATP sintasa) y 
nigericina 100 nM (inhibidor del gradiente de pH). Salvo en los casos en los que 
específicamente se indica, los reactivos utilizados en estos experimentos fueron adquiridos de 
la casa comercial Sigma-Aldrich Chemical, eligiendo siempre los productos de la mayor pureza 
disponible. 
 
3.3.2.1. Estudio del efecto del radical superóxido sobre la conductancia de la membrana 
mitocondrial interna a los protones 
 
El efecto del superóxido se estudió generando este radical mediante la adición de xantina y 
xantina-oxidasa al medio de incubación de las mitocondrias (KHE). Inicialmente se suplementó 
el medio con xantina 50 µM y los inhibidores rotenona, oligomicina y nigericina. Seguidamente 
se añadieron 0,002 U ó 0,01 U (Echtay et al., 2002b) de xantina-oxidasa, enzima que cataliza 
la producción de superóxido a partir de la xantina y el oxígeno disueltos en el medio. A 
continuación se hicieron 5 adiciones de TPMP+ 0,5 µM a intervalos de 2 min hasta alcanzar una 
concentración de 2,5 µM. Tras la adición de succinato 4 mM (sustrato del Complejo II) se 
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succinato por la succinato deshidrogenasa) hasta alcanzar una concentración final en el medio 
de 0,457 mM. Finalmente se añadió FCCP (carbonilcianida-p-trifluorometoxifenilhidrazona) 0,2 
µM para disipar el potencial de membrana, liberar el TPMP+ al medio y de esta manera corregir 
la deriva del electrodo. 
 
La especificad de la activación inducida fue estudiada mediante la adición de inhibidores 
específicos de las UCPs (GDP 0,5 mM, preincubando 5 min) y del ANT (carboxiatractilósido 2,5 
µM, 1 min de preincubación; Calbiochem). Estos compuestos fueron añadidos tras la adición de 
los inhibidores (rotenona, oligomicina y nigericina), y previamente a la adición de xantina-
oxidasa. En el listado siguiente aparecen reflejados los reactivos y concentraciones utilizados 
en estas determinaciones, ordenados según el momento de adición al medio de incubación que 
contenía xantina 50 µM. 
 
Reactivo Concentración Tiempo de incubación 
Rotenona 5 µM - 
Oligomicina 1 µg/ml - 
Nigericina 100 nM - 
GDP 500 µM 5 min 
Carboxiatractilósido 2,5 µM 1 min 
Xantina-oxidasa 0,01 ó 0,002 U 1 min 
TPMP+ (x5 adiciones) 2,5 µM 2 min entre cada adición 
Succinato 4 mM 3 min 
Malonato (x5 adiciones) 457 µM 1 min entre cada adición 
FCCP 0,2 µM 1 min 
 
 
3.3.2.2. Estudio del efecto del 4-hidroxinonenal sobre la conductancia de la membrana 
mitocondrial interna a los protones 
 
En estos estudios se utilizó 4-hidroxinonenal (HNE) (Cayman Chemical) a la concentración de 
35 µM (Echtay et al., 2003). Este compuesto fue añadido al medio KHE tras la adición de los 
inhibidores (rotenona, oligomicina y nigericina) y, seguidamente, se hicieron 5 adiciones de 
TPMP+ 0,5 µM a intervalos de 1 min hasta alcanzar una concentración de 2,5 µM. Tras añadir 
succinato 4 mM se inhibió gradualmente la respiración con malonato hasta alcanzar una 
concentración final en el medio de 2,29 mM. Finalmente se añadió FCCP 0,2 µM. 
 
La especificad de la activación inducida fue estudiada mediante la adición de inhibidores 
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µM, 1 min de preincubación). Estos compuestos fueron añadidos tras los inhibidores rotenona, 
oligomicina y nigericina, y previamente a la adición de 4-hidroxinonenal. En el siguiente listado 
se reflejan los reactivos y concentraciones utilizados en estas determinaciones, ordenados 
según el momento de adición al medio de incubación. 
 
Reactivo Concentración Tiempo de incubación 
Rotenona 5 µM - 
Oligomicina 1 µg/ml - 
Nigericina 100 nM - 
GDP 500 µM 5 min 
Carboxiatractilósido 2,5 µM 1 min 
4-hidroxinonenal 35 µM - 
TPMP+ (x5 adiciones) 2,5 µM 1 min entre cada adición 
Succinato 4 mM 2 min 
Malonato (x5 adiciones) 2,3 mM 1 min entre cada adición 
FCCP 0,2 µM 1 min 
 
 
3.3.2.3. Estudio del efecto del GDP y el carboxiatractilósido sobre la conductancia basal 
de la membrana mitocondrial interna a los protones 
 
En las mismas condiciones, en medio KHE suplementado con BSA al 0,3% y en presencia de 
los inhibidores rotenona, oligomicina y nigericina, se determinó si la adición de GDP o 
carboxiatractilósido tenía algún efecto sobre la conductancia de la membrana mitocondrial 
interna a los protones en ausencia de los activadores superóxido y 4-hidroxinonenal. En el 
siguiente listado se reflejan los reactivos y las concentraciones utilizados en estas 
determinaciones, ordenados según el momento de adición al medio de incubación. 
 
Reactivo Concentración Tiempo de incubación 
Rotenona 5 µM - 
Oligomicina 1 µg/ml - 
Nigericina 100 nM - 
GDP 500 µM 5 min 
Carboxiatractilósido 2,5 µM 1 min 
TPMP+ (x5 adiciones) 2,5 µM 1 min entre cada adición 
Succinato 4 mM 2 min 
Malonato (x5 adiciones) 2,3 mM 1 min entre cada adición 
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3.3.3. Análisis de los datos  
 
Para calcular la cinética de la conductancia a los protones se representó la tasa de respiración 
(nmol O/(min·mg proteína)) frente al potencial de membrana (mV). En las figuras de la sección 
de Resultados, cada punto representa el valor medio ± error estándar (SEM) obtenido a partir 
de, como mínimo, cuatro experimentos diferentes. Cada experimento fue realizado por 
duplicado, siguiendo un orden cronológico inverso con cada una de las curvas, con el fin de 
evitar el desplazamiento hacia la izquierda (mayor respiración frente a un mismo potencial de 
membrana) que se produce a lo largo del tiempo.  
 
                                                                                                          
Figura M.9. En la figura de la izquierda puede 
observarse como, a partir de la misma preparación de 
mitocondrias, se obtienen dos curvas diferentes (una 
desplazada respecto de la otra) debido al transcurso de 
varias horas entre la realización de cada una de ellas. 
 
 
Además de la representación gráfica de las curvas, se calculó el valor de la respiración a un 
determinado potencial de membrana con la finalidad de comparar y cuantificar las diferentes 
condiciones estudiadas: a los potenciales de 145 mV en las mitocondrias de músculo 
esquelético, y de 150 mV en las mitocondrias de corazón. Finalmente se realizó el estudio 
estadístico aplicando el test de la t de Student. Los valores de p<0,05 se consideraron 
estadísticamente significativos.  
 
3.4. DETECCIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO PRODUCIDO POR LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA MITOCONDRIAL Y 
ESTUDIO DE SUS EFECTOS SOBRE LA RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL 
 
3.4.1. Caracterización del protocolo utilizado: inducción de la óxido nítrico sintasa 
inducible y producción de óxido nítrico 
 
Las mitocondrias utilizadas en este estudio fueron aisladas a partir del músculo esquelético de 
ratones C57BL6 inyectados con solución salina estéril (WT) o endotoxina a una dosis de 12 
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Previamente al aislamiento se comprobó que la inoculación de endotoxina producía en estos 
animales un proceso inflamatorio que inducía la expresión de la iNOS en el músculo 
esquelético. Esta comprobación se realizó mediante la detección de la proteína iNOS por 
western blot (ver metodología en el apartado 2.2.3), así como mediante la detección de NO por 
microscopía confocal. Los experimentos de microscopía confocal se realizaron nada más 
sacrificar a los animales, a partir de pequeños fragmentos de músculo esquelético lavados con 
solución salina, e incubados durante 1 h a 37ºC en una solución de PBS con los fluorocromos y 
a las concentraciones indicados en la Tabla M.6. 
 
Fluorocromo Concentración Láser  λ de excitación  
    
Hoescht-33342 10 µg/ml Diodo azul 405 nm 
Ioduro de propidio 0,0001% Argón 488 nm 
DAF-FM 5 µM Argón 488 nm 
    
Tabla M.6. Fluorocromos utilizados en los experimentos de microscopía confocal. 
 
 
El Hoescht-33342 se une a los ácidos nucleicos, por lo que la detección de su fluorescencia 
permite la localización de los núcleos de las fibras musculares. El ioduro de propidio (IP) tiñe 
los núcleos de las células cuya membrana está alterada, es decir, las células muertas. Por lo 
tanto, mediante el análisis de la fluorescencia emitida por este fluorocromo se determinó la 
viabilidad de las células utilizadas. La producción de NO se detectó con DAF-FM diacetato, un 
fluorocromo específico y sensible para NO (Nagano and Yoshimura 2002). Este compuesto es 
permeable a la membrana plasmática y, una vez dentro de la célula, es hidrolizado por las 
esterasas citosólicas para dar DAF-FM, que no es permeable y queda “atrapado” en el interior 
de la célula. En presencia de NO y oxígeno, el DAF-FM, que es relativamente poco 
fluorescente, se convierte en su forma triazólica, que es foto-estable y muy fluorescente. De 
este modo, la fluorescencia emitida resulta ser directamente proporcional a la concentración de 
NO.  
 
La medida de la fluorescencia se realizó al terminar la incubación de 1 h a 37ºC, directamente 
sobre las muestras de tejido con un microscopio confocal Radiance 2100 (Bio-Rad 
Laboratories) montado con un microscopio invertido Nikon TE300. La cuantificación de la 
fluorescencia emitida fue analizada con el programa informático Confocal Assistant 4.02 (Todd 
Clark Brelje). 
 
Además de determinar que el tratamiento con LPS producía un aumento en la expresión de la 
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mitocondrias aisladas mediante el estudio por western blot de la expresión de las proteínas 
actina e iNOS en los extractos mitocondriales (ver apartado 2.2.3). 
 
3.4.2. Detección del óxido nítrico producido por la óxido nítrico sintasa mitocondrial 
mediante la utilización de un electrodo de óxido nítrico 
 
Inicialmente se determinaron las condiciones óptimas para la detección del óxido nítrico y sus 
efectos sobre la respiración comparando las medidas realizadas en un respirómetro 
convencional (Hansatech Instruments, Kyng’s Lynn, Reino Unido) y en un respirómetro de alta 
resolución (Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Austria). Una vez determinadas estas 
condiciones (ver apartado 5 de Materiales y Métodos), se procedió a determinar la producción 
de óxido nítrico de mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones de tipo 
silvestre sin tratar (WT) y tratados con endotoxina a una dosis de 12 mg/kg de peso corporal 
(WT LPS), mediante un electrodo de NO ISO-NOP (World Precision Instruments Inc.) 
introducido en la cámara cerrada de un respirómetro de alta resolución. 
 
Las mitocondrias fueron añadidas a la cámara a una concentración de 0,25 mg de proteína/ml 
de medio KHE con 0,3% de BSA a 37ºC. Tras el cierre de la cámara se añadió 
tetrahidrobiopterina 10 µM (4HB, el cofactor esencial en la función catalítica de las tres 
isoformas de la óxido nítrico sintasa), rotenona 5 µM y succinato 4 mM, iniciándose la 
respiración mitocondrial. Cuando la concentración de oxígeno en la cámara fue de 60 µM, se 
añadió L-arginina 1 mM. La producción de NO se estudió además en presencia de ADP 1 mM, 
añadido al medio previamente a la adición de L-arginina. 
  
Estos experimentos se hicieron con ambos tipos de mitocondrias, procedentes de ratones WT y 
WT LPS, y en presencia y ausencia del inhibidor competitivo de la NOS, N-monometil-L-
arginina (L-NMMA), a una concentración de 1 mM.  
 
3.4.3. Detección del óxido nítrico producido por la óxido nítrico sintasa mitocondrial 
mediante el estudio de sus efectos sobre la respiración y el cálculo de la p50 
 
Simultáneamente al registro de la producción de NO con el electrodo ISO-NOP, se registró en 
el respirómetro Oroboros la concentración de oxígeno y la respiración mitocondrial. Inicialmente 
se determinó si la respiración mitocondrial resultaba inhibida por el NO mediante la medida del 
flujo a 30 y 10 µM de oxígeno, en mitocondrias de músculo WT y WT LPS. A continuación, 
mediante el programa informático DatLab2 (Oroboros), se determinó si el NO ejercía algún 
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4. ESTUDIOS REALIZADOS EN CARDIOMIOCITOS NEONATALES DE RATA 
 
 
Con la finalidad de determinar si la proteína UCP3 tiene algún papel en la respuesta frente a un 
proceso de anoxia-reoxigenación, se desarrolló un estudio similar al realizado en las 
mitocondrias de corazón en un modelo celular: cardiomiocitos neonatales de rata. En estas 
células se consiguió inducir la expresión de la proteína UCP3 mediante infección con lentivirus, 
y determinar si la expresión de esta proteína tenía algún efecto sobre la respiración celular tras 
un periodo de anoxia-reoxigenación. 
 
4.1. AISLAMIENTO DE CARDIOMIOCITOS NEONATALES DE RATA  
 
El aislamiento de cardiomiocitos se realizó a partir de corazones de ratas Wistar de 1-3 días de 
edad. Tras el sacrificio de los animales mediante decapitación, se procedió a la extracción, 
troceado y lavado con HBSS de los corazones, manteniéndolos en todo momento a 4ºC. 
 
En condiciones de esterilidad, los corazones se introdujeron en tubos que contenían 1 ml de 
HBSS y 50 U de colagenasa tipo II (Worthington Biochemical Corporation). Estos tubos se 
incubaron durante 15 min a 37ºC mientras eran agitados a 1100 rpm (Thermomixer, 
Eppendorf). El medio resultante de este proceso fue depositado en otro tubo al que se añadió 
medio CM compuesto por 21% de medio M199 (Gibco BRL), 64% de DMEM (Gibco BRL), 1% 
de penicilina-estreptomicina (Gibco BRL), 9% de suero fetal equino (Gibco BRL), 4% de suero 
fetal bovino (Seratech) y 1% de HEPES (Gibco BRL), hasta completar un volumen final de 10 
ml. A continuación, con la finalidad de retirar la colagenasa, se centrifugó este tubo durante 4 
min a 130 g y temperatura ambiente. Se retiró el sobrenadante y los cardiomiocitos del 
sedimento fueron resuspendidos en 3 ml de medio CM y mantenidos a 37ºC. El sedimento con 
los restos de corazón que no fueron digeridos en la incubación inicial con colagenasa se volvió 
a trocear y se sometió a una segunda digestión con una concentración de la enzima de 75 
U/ml, en las mismas condiciones que la digestión inicial. Los cardiomiocitos así obtenidos 
fueron resuspendidos en 3 ml de medio CM y mantenidos a 37ºC. Finalmente, el sedimento 
obtenido tras la segunda digestión fue troceado e incubado una tercera vez con colagenasa a 
una concentración de 100 U/ml. El sobrenadante obtenido tras esta incubación fue procesado 
de la misma manera que el obtenido en las dos digestiones anteriores. Los cardiomiocitos se 
resuspendieron en 3 ml de medio CM y fueron mantenidos a 37ºC. 
 
4.2. PRE-CULTIVO PARA LA ELIMINACIÓN DE FIBROBLASTOS  
 
Con el fin de eliminar en lo posible el crecimiento de fibroblastos en el cultivo de cardiomiocitos, 
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celular suplementado con 1 ml más de medio CM. A continuación se incubó la placa a 37ºC en 
un incubador con CO2 al 5% durante 45 min. Durante este tiempo, se estimó que los 
fibroblastos se adhirieron a la placa mientras que la mayoría de los cardiomiocitos 
permanecieron en suspensión. Pasado este tiempo se recogió el medio y se depositó en una 
placa p100 nueva, y se incubó nuevamente durante 45 min a 37ºC y en atmósfera de 5% CO2. 
Tras finalizar esta incubación, se recogió el medio y se centrifugó durante 4 min a 130 g. El 
sedimento con los cardiomiocitos fue resuspendido en 3 ml de medio CM. A continuación, 
utilizando una cámara de Neubauer, se determinó el número de cardiomiocitos aislados por ml 
además de su porcentaje de viabilidad con una tinción 1:4 con azul tripán 0,2%. 
 
Tras tratar con gelatina al 0,1% cada uno de los pocillos de una placa p6, se sembraron 
750000 cardiomiocitos en cada pocillo. A continuación se añadieron 2 ml de medio CM y 10 
µg/ml de mitomicina C (Sigma-Aldrich Chemical) con la finalidad de inhibir el crecimiento de los 
fibroblastos. Se incubó la placa p6 durante 4 h a 37ºC y en atmósfera al 5% de CO2. 
Transcurrido este tiempo se retiró el medio y se sustituyó por medio fresco con la finalidad de 
eliminar la mitomicina. En este punto también se realizó la transfección de los cardiomiocitos 
(ver apartado 4.4.) para conseguir la expresión de la proteína UCP3, permitiendo así el estudio 
de la implicación de esta proteína en los procesos de anoxia-reoxigenación.  
 
4.3. DETECCIÓN ESPECÍFICA DE CARDIOMIOCITOS MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA 
 
Con el fin de confirmar que el aislamiento de cardiomiocitos se había obtenido con un grado de 
pureza adecuado, se realizó un marcaje específico para cardiomiocitos que permitió la 
identificación de este tipo celular mediante inmunofluorescencia.  
 
En un pocillo de la placa p6 se añadió como fijador paraformaldehído al 4% en PBS y se incubó 
a temperatura ambiente durante 15 min. Tras lavar repetidas veces con PBS se bloqueó el 
pocillo incubando 1 h a temperatura ambiente con una solución de PBS suplementada con 2% 
de suero de caballo, 0,1% de tritón y 2% de albúmina sérica bovina (solución de bloqueo). Tras 
el bloqueo se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario anti-α-
actinina (Sigma-Aldrich Chemical) a una concentración de 1:1000 en solución de bloqueo. A 
continuación se hicieron 3 lavados con solución de bloqueo y se incubó con el anticuerpo 
secundario anti-IgG de ratón (Molecular Probes, Invitrogen) a una concentración de 1:500, 
también en solución de bloqueo. Se volvió a lavar 3 veces con PBS y se incubó con el 
fluorocromo Hoechst  33258 (Sigma-Aldrich Chemical) a una concentración de 0,25 ng/ml, 
durante 20 min y en oscuridad. Este compuesto se une al ADN de doble cadena permitiendo la 
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

 Marcaje con Hoechst 33258 (núcleo)
 Marcaje con α-actinina (citoplasma) 
Figura M.10. Inmunofluorescencia específica de 





Seguidamente, se volvió a lavar con PBS, se añadió una gota de medio de montaje especial 
para fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories Inc), y se cubrió con un cubreobjetos 
antes de su observación en el microscopio de fluorescencia (Figura M.10). 
 
Mediante esta técnica se visualizaron los cardiomiocitos marcados específicamente con 
actinina, y se pudo contrastar su número en referencia al total de células existentes en el 
pocillo, determinado a través del número de núcleos teñidos. 
 
4.4. TRANSFECCIÓN DE CARDIOMIOCITOS 
 
La transfección de cardiomiocitos se realizó mediante infección con lentivirus. Estos virus 
contenían en su interior la secuencia de ADN que codifica la proteína UCP3, por lo que al 
integrarse en el genoma de los cardiomiocitos se consiguió la expresión de la misma. 
 
4.4.1. Obtención de lentivirus 
 
Los lentivirus fueron obtenidos tras la transfección de la línea celular HEK 293 (células 
embrionarias humanas de riñón) con tres plásmidos amablemente cedidos por el Dr. Daniel 
Sanchís, del Departamento de Ciencias Médicas Básicas de la Universidad de Lérida: 
psPAX2 - contiene todas las proteínas necesarias para el empaquetamiento del virus 
pMD2G - codifica la cápside del virus 
pEIGW - contiene el material genético que se quiere expresar en los cardiomiocitos 
infectados (el gen ucp3) 
 
El plásmido pEIGW lleva insertado el gen que codifica para la isoforma de la UCP3 presente en 
la rata (Gen Bank:NM_013167). Las secuencias de los cebadores utilizados para amplificar 
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antisentido: 5´-AATCTAGAGGCCTGCTTGCCTTG-3´. Además, este plásmido codifica una 
proteína fluorescente (green fluorescence protein, GFP),  de modo que se puede comprobar el 
éxito de la transfección gracias a la fluorescencia emitida por la célula transfectada, que es 





















+ 1 µl Virus
+ 1 µl Virus 1:10
Plásmidos + Lipofectamina












Figura M.11. Esquema del protocolo utilizado en la obtención de lentivirus. 
 
 
La transfección de las células HEK 293 se realizó en placas p100 pre-tratadas con gelatina al 
0,1% en las que el día anterior se sembraron 5x106 células por placa. Estas placas fueron 
incubadas con medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de penicilina-
estreptomicina y 1% de piruvato. El día de la transfección se retiró el medio y se añadió de 
nuevo DMEM con 1% de piruvato que no contenía suero ni antibióticos. Se incubó en estas 
condiciones a 37ºC durante 1 h. Transcurrida esta incubación se preparó para cada placa p100 
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pEIGW. Esta mezcla se incubó en 1,5 ml de DMEM durante 5 min a temperatura ambiente. Por 
otro lado, también en 1,5 ml de DMEM, se diluyó el volumen de lipofectamina (Lipofectamine 
2000, Invitrogen) necesario para la transfección, según la relación: µg de ADN = 2 x µl de 
lipofectamina. Este compuesto es un lípido catiónico que encapsula al ADN y que interacciona 
con la membrana plasmática de la célula, entrando en su interior.  
 
Tras la preparación de ambas mezclas por separado, se juntaron en un solo tubo y se 
incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. A continuación, se añadió la mezcla 
resultante (3 ml) a la placa p100 y se incubó durante 4-6 horas a 37ºC y 5% de CO2. 
Transcurrido este tiempo se retiró el medio con ADN y lipofectamina, y se añadió DMEM con 
suero, antibióticos y piruvato. En estas condiciones se incubaron las placas durante 3 días para 
permitir la producción de virus.  
 
Tras la incubación, se recogió el medio de las placas y, con la finalidad de eliminar los restos 
celulares que pudiera haber en suspensión, se centrifugó a 1260 g durante 5 min a 4ºC y se 
pasó por un filtro de 0,45 µm. Finalmente, para concentrar los virus en un volumen menor, se 
centrifugó el sobrenadante a 50000 g en una ultracentrífuga (Beckman-Coulter Optima L-100 
XP) durante 3 h y a 4ºC. Los virus depositados en el sedimento fueron resuspendidos en 100 µl 
de PBS suplementado al 1% con albúmina sérica bovina y guardados a -80ºC hasta su 
posterior utilización. 
 
Para la comprobación del correcto estado de los virus obtenidos se hizo una titulación mediante 
la infección de células HEK 293. Para ello, se sembraron 2 pocillos de una placa p24 con 
30000 células en cada uno. En uno de los pocillos se añadió 1 µl de la suspensión de virus, 
mientras que en el otro pocillo se añadió 1 µl de una dilución 1:10. Las células infectadas 
fueron incubadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de 
penicilina-estreptomicina y 1% de piruvato, a 37ºC y en atmósfera al 5% de CO2. Transcurridas 
72 h, se determinó que los virus obtenidos se encontraban en buen estado si, al observar las 
células con el microscopio de fluorescencia, el porcentaje de infección celular era superior al 
50% en el pocillo infectado con la dilución 1:10. 
 
4.4.2. Infección de cardiomiocitos 
 
Para la infección de los cardiomiocitos se utilizaron 12 µl de la suspensión viral por cada pocillo 
de una placa p6, con la finalidad de obtener un nivel de expresión de la proteína UCP3 similar 
al observado en el corazón de rata adulta. En las mismas condiciones también se infectaron 
cardiomiocitos con el vector vacío (sin ningún inserto), que fueron considerados cardiomiocitos 
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Figura M.12. El nivel de expresión de la proteína UCP3 
en los cardiomiocitos neonatales de rata infectados con 
12 µl de suspensión viral es similar al nivel de expresión 
de esta proteína en el corazón de rata adulta. El western 
blot de esta figura fue realizado utilizando 15 µg de 
proteína y según se explica en el apartado 2.2 de la 








Los cardiomiocitos fueron infectados con los lentivirus el mismo día de su aislamiento, cuando 
su adhesión a la placa p6 aun no era completa. Tras la infección (48 h), los cardiomiocitos se 
incubaron en medio CM durante 4 días a 37ºC y en atmósfera al 5% de CO2, realizando cada 
dos días un cambio del medio de incubación. 
 
4.5. DETERMINACIÓN DEL CONSUMO DE OXÍGENO TRAS UN PROCESO DE ANOXIA-REOXIGENACIÓN 
 
Los cardiomiocitos fueron infectados con el gen ucp3, como se ha descrito en el apartado 
anterior y, a los 4 días tras la infección de 48 h, se lavaron los pocillos de la placa p6 con 1 ml 
de HBSS y se trataron con 150 µl de tripsina durante 5 min. A continuación se añadió 1 ml de 
medio CM en cada pocillo para neutralizar la tripsina. Los cardiomiocitos de tres pocillos se 
recogieron y se centrifugaron a 130 g durante 4 min. Finalmente, se resuspendieron en HBSS 
suplementado con HEPES 25 mM y se determinó su concentración. 
 
El consumo de oxígeno se determinó mediante respirometría de alta resolución (Oroboros 
Oxygraph-2k) a 37ºC. Las medidas se realizaron simultáneamente en las dos cámaras del 
respirómetro, poniendo en una de las cámaras cardiomiocitos transfectados con el vector de 
expresión de la proteína UCP3 y en la otra cardiomiocitos transfectados con el mismo vector 
sin inserto. Cuando los cardiomiocitos consumieron todo el oxígeno de la cámara, fueron 
mantenidos en anoxia durante 20 min y, a continuación, se reabrió la cámara permitiendo la 
entrada de oxígeno y la reoxigenación de los mismos. Seguidamente se volvió a cerrar la 
cámara y se observó cómo los cardiomiocitos infectados consumían nuevamente el oxígeno de 
la cámara. Finalmente, se determinó el valor de la respiración a la concentración de 30 µM de 
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5. ESTUDIO INSTRUMENTAL COMPARATIVO ENTRE UN RESPIRÓMETRO 
CONVENCIONAL Y UN RESPIRÓMETRO DE ALTA RESOLUCIÓN 
 
 
5.1. MEDIDA DEL FLUJO DE OXÍGENO INSTRUMENTAL 
 
Con la finalidad de comparar el flujo de oxígeno instrumental en un respirómetro convencional 
(Hansatech Instruments) y en un respirómetro de alta resolución (Oxygraph-2k, Oroboros 
Instruments), se determinó el flujo de oxígeno a las concentraciones aproximadas de este gas 
de 172 µM, 100 µM, 50 µM y 25 µM.  
 
La cámara de ambos respirómetros se mantuvo a una temperatura constante de 37ºC con 
HBSS (1 ml en el respirómetro Hansatech y 2 ml en el respirómetro Oroboros). Tras la 
estabilización de la señal del flujo se cerraron ambas cámaras y se mantuvieron 20 min en 
estas condiciones. Transcurrido este tiempo se reabrieron las cámaras para gasear con 
nitrógeno el HBSS y bajar la concentración de oxígeno hasta 100 µM. Se volvieron a cerrar las 
cámaras y se esperó 20 min. El proceso se repitió dos veces más, para bajar la concentración 
de oxígeno a 50 µM y 25 µM.  
 
Al final de estos cuatro periodos de 20 min, se midió el flujo y la concentración de oxígeno, y se 
representaron estos valores en una gráfica que relaciona ambas variables. Mediante el cálculo 
de la recta definida por estos puntos se pudo determinar el flujo de oxígeno instrumental en 
ambos respirómetros en todo el rango de concentraciones de oxígeno. 
 
5.2. MEDIDA DE LA PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO 
5.2.1. Calibración del electrodo de óxido nítrico 
 
Las medidas de óxido nítrico (NO) se realizaron con un electrodo ISO-NOP (World Precision 
Instruments Inc.) calibrado a 37ºC con concentraciones conocidas de NaNO2 en condiciones 
reductoras (KI/H2SO4). A partir de los pA registrados por el electrodo y las concentraciones 
conocidas de NO, se elaboró una recta de calibración del tipo: pA = b[NO]+a, que permitió la 
cuantificación de la producción de NO extrapolando los valores de pA medidos en dicha recta 
de calibración. 
 
Inicialmente se evaluaron dos factores que podrían afectar a las medidas de NO: en primer 
lugar, el estado de la cámara (abierta o cerrada) y, en segundo lugar, la concentración de 
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Figura M.13. Calibración del electrodo de NO. Con cada adición de NaNO2 se genera en el medio una concentración de NO 




Para estudiar el efecto del estado de la cámara, se calibró el electrodo de NO en el 
respirómetro Hansatech, en un volumen de 1 ml y a 37ºC. Las medidas con la cámara abierta y 
cerrada se realizaron en el mismo día y utilizando las mismas soluciones de calibrado. 
 
Para la determinación de la influencia de la concentración de oxígeno en las medidas de NO, 
se calibró el electrodo de NO en el respirómetro Hansatech con la cámara cerrada a dos 
concentraciones diferentes de oxígeno: 21% y 7%. La concentración de oxígeno al 7% fue 
obtenida tras gasear el medio con argón durante varios minutos. Las medidas en ambas 
condiciones se realizaron en el mismo día y utilizando las mismas soluciones de calibrado. 
 
Posteriormente, se compararon los valores de la calibración obtenidos en ambos 
respirómetros, Hansatech y Oroboros. Se determinaron los valores de pA tras la adición de 
NaNO2 (valor máximo de pA) y también transcurridos 5 min desde esta adición, para 
determinar si la señal obtenida se mantenía constante a lo largo del tiempo. Las 
comparaciones se hicieron con las cámaras cerradas a 37ºC, en un volumen de 1 ml en el 
respirómetro Hansatech y de 2 ml en el respirómetro Oroboros. Las medidas se realizaron en el 
mismo día en ambos respirómetros, utilizando las mismas soluciones de calibrado. 
 
5.2.2. Cuantificación de la producción de óxido nítrico 
 
En cada uno de los respirómetros (con la cámara cerrada) se midió la producción de NO 
generado químicamente con un donador de NO, en concreto DETA-NO 80 µM (Alexis 
Biochemicals) en medio HBSS, y también con un sistema celular de producción endógena de 
NO regulado por tetraciclina (células Tet-iNOS 293, (Mateo et al., 2003)). En este sistema, las 





- 103 - 
determinó la producción de NO tras la adición del sustrato de la iNOS, L-arginina (1 mM), en 
medio HBSS suplementado con 25 mM de HEPES. 
 
Las medidas se realizaron en el mismo día en ambos respirómetros y se determinó la recta de 
calibración para cada uno de ellos utilizando las mismas soluciones de calibrado. La 
cuantificación de la producción de NO registrada por el electrodo se realizó aplicando la recta 
de calibración obtenida en cada respirómetro.  
 
5.2.3. Determinación de la inhibición de la respiración celular por el óxido nítrico 
 
Utilizando la línea celular Tet-iNOS 293 se calculó la inhibición de la respiración inducida por el 
NO a concentraciones fisiológicas de oxígeno (30 µM). Para ello, se utilizaron células control 
(sin tratamiento con tetraciclina) y células tratadas con 40 ng/ml de tetraciclina que se 
dispusieron en ambos respirómetros a una concentración de 107 células/ml en HBSS 
suplementado con 25 mM de HEPES.  
 
En las células control no se adicionó L-arginina (determinación de la respiración basal), 
mientras que en las células tratadas con 40 ng/ml de tetraciclina se adicionó L-arginina 1 mM a 
la concentración de oxígeno de 60 µM (determinación de la respiración en presencia de NO). 
En ambas condiciones se determinó el valor de la respiración a concentraciones fisiológicas de 
oxígeno (30 µM) en los dos respirómetros. A partir de estos datos se calculó el porcentaje de 
inhibición de la respiración celular inducida por el NO. Todas las medidas se realizaron en 
ambos respirómetros en el mismo día, utilizando los mismos reactivos y suspensiones 
celulares.  
 
En todos los casos (apartado 5.2 de la sección de Materiales y Métodos), el estudio estadístico 
se realizó aplicando el test de la t de Student, considerándose estadísticamente significativas 
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1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LA UCP3, LA UCP2 Y EL ANT 
 
 
1.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE UCP3, UCP2, ANT1 Y ANT2 EN RATONES DE TIPO SILVESTRE 
 
1.1.1. Expresión génica de ucp3 tras la inoculación de endotoxina 
 
La primera aproximación realizada en nuestro estudio fue determinar el periodo de incubación 
necesario para que al inocular a los ratones de tipo silvestre (WT) una dosis de  endotoxina 
(LPS) de 12 mg/kg de peso corporal se obtuviese una clara inducción de la proteína UCP3.  
 
A pesar de que los niveles de expresión de una proteína no se correlacionan estrictamente con 
los niveles de expresión de su ARNm, la cuantificación de los niveles de expresión del ARNm 
de la UCP3 mediante RT-PCR nos permitió hacer una primera estimación del tiempo de 
incubación necesario desde la inoculación de LPS hasta la detección de cambios significativos 
en los niveles de expresión de la proteína. Por lo tanto, en el tejido muscular esquelético y el 
corazón se determinó la variación en los niveles de expresión génica de ucp3 tras la 
































































Figura R.1. Niveles de expresión del ARN de la UCP3 a lo largo del tiempo tras la inoculación de LPS (12 mg/kg) en el músculo 
esquelético (A) y el corazón (B). Valor medio ± SEM (n=7) respecto de los valores obtenidos para las muestras control, a las que se 
les asignó el valor arbitrario 1. Diferencias significativas respecto de las muestras control (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001). 
 
 
Los resultados obtenidos fueron normalizados respecto de los niveles de expresión del ARN de 
β-actina, y su representación gráfica se realizó respecto de los valores obtenidos para las 
muestras control, a las que se les asignó el valor arbitrario 1. En ambos tejidos, la inoculación 
de LPS indujo a lo largo del tiempo un aumento en la expresión génica de ucp3, obteniéndose 
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1.1.2. Expresión génica de ucp2, ant1 y ant2 tras la inoculación de endotoxina 
 
En estas mismas muestras de ARNm de músculo y corazón se determinaron los niveles de 
expresión génica de otros transportadores de la membrana mitocondrial interna como la UCP2, 
el ANT1 y el ANT2. Los resultados obtenidos fueron normalizados respecto de los niveles de 
expresión del ARN de β-actina, y su representación se realizó respecto de los valores 



























































Figura R.2. Niveles de expresión del ARN de la UCP2 a lo largo del tiempo tras la inoculación de LPS (12 mg/kg) en el músculo 
esquelético (A) y el corazón (B). Valor medio ± SEM (n=7) respecto de los valores obtenidos para las muestras control, a las que se 
les asignó el valor arbitrario 1. Diferencias significativas respecto de las muestras control (*, p<0,05; ***, p<0,001). 
 
 
Como se observa en la Figura R.2, la expresión del ARNm de ucp2 también aumentó en 
ambos tejidos con la inoculación de LPS. Sin embargo, este aumento fue menor en relación al 
aumento observado en la expresión génica de ucp3.  
 
En el músculo esquelético, a las 24 h tras la inoculación de LPS, el aumento en la expresión 
génica de ucp3 fue más de 3 veces superior al observado en ucp2, mientras que en el corazón 
el aumento en la expresión génica de ucp3 a las 24 h fue de aproximadamente 2 veces 
superior al observado en ucp2. 
 
Por otro lado, la expresión génica de ant1 y ant2 en el músculo esquelético y el corazón no se 
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Figura R.3. Niveles de expresión del ARN de ANT1 a lo largo del tiempo tras la inoculación de LPS (12 mg/kg) en el músculo 
esquelético (A) y el corazón (B), así como del ANT2 en el músculo esquelético (C) y el corazón (D). Valor medio ± SEM (n=7) respecto 




1.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE UCP3, UCP2, ANT1 Y ANT2 EN RATONES MUTANTES 
UCP3KO 
 
Dentro del rango de tiempo estudiado (0 a 24 h), en los animales de tipo silvestre, la 
inoculación de una dosis de LPS de 12 mg/kg inducía a las 24 h de incubación el mayor 
aumento en la expresión génica de ucp3 (Figura R.1). Por lo tanto, en los animales mutantes, 
se decidió determinar en condiciones basales (KO) y tras 24 h desde la inoculación de la 
endotoxina (KO LPS), las variaciones en la expresión génica de ucp2, ant1 y ant2. Los 
resultados obtenidos fueron normalizados respecto de los niveles de expresión del ARN de β-
actina y su representación gráfica se realizó respecto de los valores obtenidos para las 
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Figura R.4. Niveles de expresión del ARN de la UCP2 a las 24 horas tras la inoculación de LPS (12 mg/kg) en animales WT y KO, en 
el músculo esquelético (A) y el corazón (B). Valor medio ± SEM (n=7) respecto de los valores obtenidos para las muestras WT, a las 
que se les asignó el valor arbitrario 1. Diferencias significativas respecto a WT (**, p<0,01; ***, p<0,001). Diferencias significativas 
respecto a KO (*, p<0,05; ***, p<0,001). 
 
 
Figura R.5. Niveles de expresión del ARN del ANT1 a las 24 horas tras la inoculación de LPS (12 mg/kg) en animales WT y KO en el 
músculo esquelético (A) y el corazón (B), así como del ANT2 en el músculo esquelético (C) y el corazón (D). Valor medio ± SEM (n=7) 
respecto de los valores obtenidos para las muestras WT, a las que se les asignó el valor arbitrario 1. No se detectaron diferencias 
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En la Figura R.4 puede observarse, tanto en el músculo esquelético como en el corazón, que 
los niveles de expresión génica de ucp2 en los animales WT no difieren significativamente de 
los niveles detectados en los animales KO. Al inocular la endotoxina a los animales de ambos 
genotipos se observó un aumento en la expresión de ucp2, siendo este aumento en el músculo 
esquelético de alrededor de 3 veces en los animales WT, y de alrededor de 2 veces en los 
animales KO. En el corazón, con la inoculación de LPS, el aumento en la expresión de ucp2 en 
los animales WT fue superior a 5 veces, mientras que en los animales KO fue de alrededor de 
3 veces. 
 
En relación con la expresión génica de ant1 y ant2, no se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas entre animales WT y KO, tanto en el músculo esquelético como 
en el corazón. Al inocular LPS a los animales de ambos genotipos, tampoco se observaron 
diferencias estadísticamente significativas respecto a los WT y, por tanto, tampoco respecto a 
los KO (Figura R.5). 
 
1.3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS UCP3 Y ANT EN RATONES DE TIPO SILVESTRE 
 
En el músculo esquelético y el corazón, dentro del rango de tiempo estudiado, la inoculación de 
12 mg/kg de LPS inducía a las 24 h el mayor aumento en la expresión del ARNm de ucp3. Por 
lo tanto, se utilizó este tiempo de incubación en la determinación de la variación de la expresión 
de la proteína UCP3 tras la administración de LPS. 
 
Con esta finalidad se procesaron mediante western blot extractos proteicos obtenidos a partir 
del músculo esquelético y el corazón (tanto de tejido como de mitocondrias aisladas), 
procedentes de animales WT (inyectados con solución salina) y WT LPS (inoculados con 12 
mg/kg de LPS y 24 h de incubación).  
 
En las Figuras R.6 y R.7 puede observarse que la inoculación de LPS aumentó la expresión de 
la proteína UCP3 en el músculo esquelético y el corazón. En concreto, en el tejido muscular 
esquelético de los animales WT LPS se detectó 1,76 veces más proteína UCP3 que en los 
animales WT, mientras que en las mitocondrias aisladas a partir del músculo, el aumento 
observado fue de 1,83 veces (Figura R.6). En cuanto a la expresión de la UCP3 en el corazón, 
se detectó en el tejido cardiaco de los animales WT 1,49 veces más esta proteína que en los 
animales WT LPS, mientras que en las mitocondrias aisladas a partir del corazón, el aumento 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura R.6. Niveles de expresión de las proteínas UCP3 y ANT en ratones WT y WT LPS en tejido y mitocondrias de músculo 
esquelético. Como control de carga se determinó la expresión de actina y porina en los extractos proteicos de tejido y mitocondrias, 
respectivamente. La cuantificación de dichos niveles de expresión se realizó mediante densitometrado de las imágenes obtenidas, 
encontrándose diferencias significativas entre WT y WT LPS (***, p<0,001) en la expresión de la UCP3, mientras que no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión del ANT. 
 
 
En las mismas condiciones se determinó si la inoculación de LPS tenía algún efecto sobre los 
niveles de expresión de la proteína ANT, no encontrándose diferencias entre los animales WT 
y WT LPS, tanto en el tejido como en las mitocondrias de músculo esquelético (Figura R.6) y 































































































































































































































































































































































































































Figura R.7. Niveles de expresión de las proteínas UCP3 y ANT en ratones WT y WT LPS en tejido y mitocondrias de corazón. Como 
control de carga se determinó la expresión de actina y porina en los extractos proteicos de tejido y mitocondrias, respectivamente. La 
cuantificación de dichos niveles de expresión se realizó mediante densitometrado de las imágenes obtenidas, encontrándose 
diferencias significativas entre WT y WT LPS (*, p<0,05; **, p<0,01) en la expresión de la UCP3, mientras que no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en la expresión del ANT. 
 
En nuestro estudio también se determinó la relación entre el nivel de expresión de la proteína 
UCP3 en el músculo esquelético y el detectado en el corazón. Con esta finalidad, mediante 
western blot, se estudiaron los niveles de expresión de la UCP3 en muestras de tejido de 
músculo esquelético y corazón de animales WT, normalizados respecto de los niveles de 
expresión de actina (Figura R.8). La cuantificación de la relación entre los niveles de expresión 
de la UCP3, normalizados respecto de los niveles de expresión de actina, determinó que la 








































































































































Figura R.8. Niveles de expresión de la proteína UCP3 en tejido muscular y cardiaco de ratones WT. La cuantificación de la 
diferente expresión de la UCP3 en ambos tejidos se realizó tras normalizar respecto de los niveles de expresión de actina. 
Diferencias significativas respecto al músculo (*, p<0,05). 
 
 
1.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS UCP3 Y ANT EN RATONES MUTANTES UCP3KO 
 
La confirmación del genotipo mutado para la proteína UCP3 de los animales utilizados en este 
estudio se realizó mediante western blot de muestras procedentes del músculo esquelético 
(Figura R.9, A) y el corazón (Figura R.9, B), tanto de tejido como de mitocondrias. También se 
determinó en dichas muestras que los animales mutantes (KO y KO LPS) presentaban niveles 


















Figura R.9. Niveles de expresión de las proteínas UCP3 y ANT en ratones WT, WT LPS, KO y KO LPS en tejido y mitocondrias 
de músculo esquelético (A) y corazón (B). Como control de carga se determinó la expresión de actina y porina en los extractos 
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2. MEDIDAS DE CONSUMO DE OXÍGENO EN MITOCONDRIAS AISLADAS DEL MÚSCULO 
ESQUELÉTICO Y EL CORAZÓN DE RATÓN 
 
 
Una vez caracterizados los niveles de expresión génica y de proteína en los ratones de 
genotipo WT y KO (tanto en ausencia como en presencia de endotoxina), se realizaron 
medidas de consumo de oxígeno mediante respirometría de alta resolución en mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón.   
 
2.1. INTEGRIDAD DE LAS MITOCONDRIAS AISLADAS 
 
La primera determinación realizada con cada preparación de mitocondrias fue la del control 
respiratorio, un indicador de la integridad de las mitocondrias aisladas. Para ello, se determinó 
el valor de la respiración en el Estado III (tras la adición de ADP e iniciarse la síntesis de ATP) 
y en el Estado IV (tras la adición de oligomicina e inhibirse la síntesis de ATP). El protocolo 





































































































































































Figura R.10. Control respiratorio. Tras añadir las mitocondrias a la cámara del respirómetro, se adicionó rotenona 2 µM (R) y 
succinato 4 mM (S) iniciándose la respiración. Transcurridos unos minutos, se adicionó ADP 250 µM, incrementándose la tasa de 
respiración. Finalmente, se añadió oligomicina 1 µg/ml (O), ralentizándose de nuevo la respiración. La línea azul representa la 
concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada representa la respiración mitocondrial (nmol O2/(min·mg proteína)).    
 
 
Los valores de respiración obtenidos en las mitocondrias aisladas del músculo esquelético 
(0,35 mg de proteína/ml) y el corazón (0,25 mg de proteína/ml), se representaron en la Figura 
R.11, donde se observa que las mitocondrias aisladas a partir de los animales inoculados con 
LPS presentan tasas respiratorias más bajas a las observadas en las mitocondrias aisladas de 
los animales a los que no se les administró endotoxina. Esta tendencia no es estadísticamente 
significativa en las mitocondrias de músculo esquelético (Figura R.11, A), mientras que sí lo es 
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A partir de estos datos, se determinó el control respiratorio mediante el cálculo de la relación 
entre la respiración en el Estado III y en el Estado IV. 
 
En el músculo esquelético (Figura R.11, C), el valor del control respiratorio Estado III/Estado IV 
de las mitocondrias WT fue de 3,69 ± 0,16 (valor medio ± SEM), no encontrándose diferencias 
estadísticamente significativas entre estas mitocondrias y las aisladas de animales WT LPS, 
KO y KO LPS. 
 
En el corazón (Figura R.11, D), el valor del control respiratorio Estado III/Estado IV fue de 3,80 
± 0,03 (valor medio ± SEM), no encontrándose tampoco diferencias estadísticamente 





















































Figura R11. Valores de respiración de mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético (A) y del corazón (B) en el Estado III 
(tras la adición de ADP) y el Estado IV (tras la adición de oligomicina). A partir de estos datos se determinó el control respiratorio en 
mitocondrias de músculo esquelético (C) y de corazón (D). Representación del valor medio ± SEM (n=8). Diferencias estadísticamente 
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2.2. CAPACIDAD MÁXIMA DE LA RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL 
 
En las mitocondrias de músculo esquelético y corazón también se determinó la capacidad 
máxima de la respiración mitocondrial. Con este fin, se dispusieron las mitocondrias (50 µg de 
proteína/ml) en la cámara del respirómetro, adicionándose rotenona, succinato y el agente 
desacoplante FCCP. El protocolo utilizado aparece reflejado en el registro de la Figura R.12. 
Los valores obtenidos al medir el consumo de oxígeno tras la adición de succinato y FCCP 






































































































































































Figura R.12. Capacidad máxima de respiración mitocondrial. Tras añadir las mitocondrias a la cámara del respirómetro, se adicionó 
rotenona 2 µM (R) y succinato 5 mM (S) iniciándose la respiración. Transcurridos 5 minutos, se adicionó FCCP 0,6 µM (músculo) ó 
0,8 µM (corazón) (F), alcanzándose la capacidad máxima de la respiración mitocondrial. La línea azul representa la concentración de 















































































Figura R.13. Valores de respiración de mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético (A) y del corazón (B) tras la adición de 
FCCP. Representación del valor medio ± SEM (n=8). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas respecto a WT ni 
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En las mitocondrias WT aisladas a partir del músculo esquelético, la capacidad máxima 
respiratoria fue de 150,21 ± 9,45 nmol O2/(min⋅mg de proteína). No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre las mitocondrias WT, WT LPS, KO y KO LPS en relación a 
su capacidad respiratoria máxima.  
 
En las mitocondrias WT aisladas a partir del corazón, la capacidad máxima respiratoria fue de 
174,42 ± 11,42 nmol O2/(min⋅mg de proteína). No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre las mitocondrias WT, WT LPS, KO y KO LPS en relación a su capacidad 
respiratoria máxima. 
 
2.3. ACTIVIDAD DE LOS DIFERENTES COMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL 
 
Para estudiar la actividad de los diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial 
se incubaron mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón (50 µg de 
































































































































Figura R.14. Actividad de los diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Tras añadir las mitocondrias a la cámara del 
respirómetro, se fueron adicionando distintos sustratos e inhibidores: piruvato 5 mM o glutamato 10 mM (P ó G), malato 2 mM (M), 
ADP 1 mM, citocromo-c 10 µM (C), rotenona 2 µM (R), succinato 5 mM (S), antimicina A 2,5 µM (A), ascorbato 2 mM (ASC), TMPD 
500 µM, y KCN 1 mM. La línea azul representa la concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada representa la 
respiración mitocondrial (nmol O2/(min⋅mg proteína)).   
 
 
En la Figura R.15 aparecen reflejados los resultados obtenidos al utilizar piruvato-malato como 
sustrato del Complejo I en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético (A) y el 
corazón (B), así como los resultados obtenidos al utilizar glutamato-malato como sustrato del 
























































































































































































Figura R.15. Valores de respiración de mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético (A y C) y del corazón (B y D) tras la adición de 
diferentes sustratos: piruvato (PIR), glutamato (GLU), ADP, citocromo-c (CIT), succinato (SUC), ascorbato (ASC) y KCN. Representación del valor 
medio ± SEM (n=10). Diferencias estadísticamente significativas respecto a WT (*, p<0,05; **, p<0,01). Diferencias significativas respecto a KO (*, 
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En resumen, en las mitocondrias aisladas a partir de ambos tipos de tejido se observa que la 
administración de endotoxina, tanto a animales de genotipo WT como KO, produce una 




3. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA PROTEÍNA UCP3 FRENTE AL ESTRÉS OXIDATIVO 
 
 
Para determinar el papel de la proteína UCP3 frente al estrés oxidativo, se decidió estudiar la 
implicación de esta proteína en la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones inducida por el radical superóxido y por el compuesto originado tras la peroxidación 
lipídica 4-hidroxinonenal. Ambos compuestos han sido descritos en la bibliografía como 
activadores de las proteínas desacoplantes (Echtay et al., 2002b; Echtay et al., 2003).  
 
La activación específica de la proteína UCP3 en presencia del radical superóxido y del 4-
hidroxinonenal se estudió mediante la utilización de diferentes inhibidores, como el GDP 
(inhibidor específico de las proteínas desacoplantes) y el carboxiatractilósido (inhibidor 
específico del ANT).  
 
La medida de la conductancia a los protones se realizó a través de la determinación simultánea 
del consumo de oxígeno y el potencial de membrana, como se ha descrito en el apartado 3.3 
de Materiales y Métodos. Estas medidas, en presencia de superóxido, se hicieron en 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de animales WT y WT LPS, mientras 
que las medidas en presencia de 4-hidroxinonenal se hicieron en mitocondrias aisladas tanto a 
partir del músculo esquelético como del corazón de animales WT, WT LPS, KO y KO LPS. 
 
3.1. IMPLICACIÓN DE LA UCP3 EN LA ACTIVACIÓN DE LA CONDUCTANCIA DE LA MEMBRANA 
MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES INDUCIDA POR EL RADICAL SUPERÓXIDO 
 
Las mitocondrias utilizadas en estos experimentos fueron aisladas a partir del músculo 
esquelético de animales de tipo silvestre, con un nivel de expresión de la UCP3 basal (WT), y 
con un aumento de 2 veces en los niveles de expresión de esta proteína asociado a la 
inoculación de endotoxina (WT LPS). 
 
El radical superóxido se generó en el medio de incubación de las mitocondrias a partir del 
sistema enzimático xantina y xantina-oxidasa. Para ello, se utilizaron dos concentraciones 
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Figura R.16. Efecto del superóxido sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de 
músculo WT y WT LPS. El superóxido fue generado con el sistema xantina y xantina-oxidasa (XO) utilizando 0,002 U (A, B) y 0,01 U 
(C,D). Conductancia basal y activación con superóxido (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
membrana de 145 mV (B, D). Diferencias significativas respecto a WT (**, p<0,01). Diferencias significativas respecto a WT LPS (#, 
p<0,05). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT y WT LPS, ni entre WT +XO y WT LPS +XO (n=4). 
 
 
En la Figura R.16 puede observarse que no se detectaron diferencias estadísticamente 
significativas en la conductancia basal a los protones entre las mitocondrias de músculo WT y 
WT LPS. Al generarse superóxido en el medio con 0,002 U de xantina-oxidasa (+XO 0,002 U), 
no se modificó la conductancia a los protones de manera apreciable. Por el contrario, la dosis 
de 0,01 U de xantina-oxidasa (+XO 0,01 U) aumentó la conductancia a los protones, sin 
detectarse diferencias estadísticamente significativas entre ambos tipos de mitocondrias.  
 
Para estudiar la implicación de la UCP3 en el aumento de la conductancia a los protones 
inducido por el superóxido al añadir una dosis de xantina-oxidasa de 0,01 U, se utilizó GDP, un 
inhibidor específico de las proteínas desacoplantes. Según los resultados de la Figura R.17, el 
aumento en la conductancia a los protones inducido por el superóxido no pudo ser revertido 
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Figura R.17. Reversión con GDP de la activación inducida por el superóxido generado con la adición de xantina y 0,01 U de xantina-
oxidasa en mitocondrias de músculo WT (A,B) y WT LPS (C,D). Conductancia basal, activación con superóxido y efecto del GDP 500 
µM (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de membrana de 145 mV (B,D). Diferencias significativas 
respecto a WT o WT LPS (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT 
+XO y WT +XO+GDP, ni entre WT LPS +XO y WT LPS +XO+GDP (n=4). 
 
 
Seguidamente se estudió si dicha activación podía ser inhibida con carboxiatractilósido 
(CAT), un inhibidor específico del transportador de nucleótidos de adenina (ANT). En este 
caso, utilizando la dosis de 0,01 U de xantina-oxidasa, la adición de CAT 2,5 µM inhibió la 
totalidad de la activación inducida por el superóxido (Figura R.18). 
 
Debido a que toda la activación en la conductancia a los protones inducida por el superóxido 
era inhibida únicamente por CAT (inhibidor de ANT) y no por GDP (inhibidor de las proteínas 
desacoplantes), no pudo atribuirse a la UCP3 un papel en este aumento de la conductancia. En 
cambio, según los resultados obtenidos, el ANT mediaba claramente el aumento en la 
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Figura R.18. Reversión con CAT de la activación inducida por el superóxido generado con la adición de xantina y 0,01 U de xantina-
oxidasa en mitocondrias de músculo WT (A,B) y WT LPS (C,D). Conductancia basal, activación con superóxido y efecto del CAT 2,5 
µM (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de membrana de 145 mV (B,D). Diferencias significativas 




Estos mismos experimentos se realizaron utilizando otro sistema de activación de la 
conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones, la adición del compuesto 4-
hidroxinonenal, con la finalidad de determinar si este aumento en la conductancia a los 
protones estaba mediado por la UCP3. 
 
3.2. IMPLICACIÓN DE LA UCP3 EN LA ACTIVACIÓN DE LA CONDUCTANCIA DE LA MEMBRANA 
MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES INDUCIDA POR EL 4-HIDROXINONENAL 
 
Los experimentos de activación con el 4-hidroxinonenal (HNE) se realizaron en mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón de ratones de tipo silvestre y ratones 
deficientes en la expresión de la UCP3, a los que se les administró solución salina o 
endotoxina. La activación específica de la UCP3 en presencia de HNE se determinó mediante 
la utilización de GDP (inhibidor específico de las proteínas desacoplantes) y 
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tejidos de ratones WT (expresión basal de la proteína UCP3), WT LPS (expresión 
incrementada 2 veces en músculo esquelético y 1,5 veces en corazón), KO (sin expresión) y 
KO LPS (sin expresión). 
  
3.2.1. Implicación de la UCP3 en la activación de la conductancia a los protones inducida 
por el 4-hidroxinonenal en mitocondrias de músculo esquelético 
 
Inicialmente se aislaron mitocondrias a partir del músculo esquelético de los animales WT y WT 
LPS. En condiciones basales, no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en la 
conductancia a los protones entre las mitocondrias WT y WT LPS. Sin embargo, al añadir HNE, 
se detectó en las mitocondrias WT LPS un aumento en la conductancia a los protones superior 
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Figura R.19. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de músculo 
WT y WT LPS. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
145 mV (B). Diferencias significativas respecto a WT (***, p<0,001). Diferencias significativas respecto a WT LPS (###, p<0,001). 




Con el fin de determinar si el aumento en la conductancia a los protones observado estaba 
mediado por la UCP3 o por el ANT, se trató de inhibir la activación inducida por el HNE con 
GDP y carboxiatractilósido (CAT).  
 
En la Figura R.20 puede observarse que, en las mitocondrias WT de músculo esquelético, el 
GDP inhibió parcialmente la activación inducida por el HNE (56 ± 6%). Sin embargo, al añadir 
CAT (o CAT+GDP), la activación inducida por el HNE fue totalmente revertida. En las 
mitocondrias WT LPS de músculo, la adición de GDP también inhibió parcialmente la activación 
inducida por el HNE (46 ± 5%). Sin embargo, la inhibición conseguida con la adición de CAT 
fue sólo parcial (59 ± 4%) y se hizo necesaria la adición conjunta de GDP y CAT para conseguir 
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Figura R.20. Reversión con GDP y CAT de la activación inducida con HNE 35 µM en mitocondrias de músculo WT (A,B) y WT LPS 
(C,D). Conductancia basal, activación con HNE y efecto del GDP, CAT y GDP+CAT (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración 
medido a un potencial de membrana de 145 mV (B,D). Diferencias significativas respecto a WT o WT LPS (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, 
p<0,001). Diferencias significativas respecto a WT +HNE o WT LPS +HNE (*, p<0,05; **, p<0,01) (n=8). 
 
 
Según estos resultados, en las mitocondrias WT de músculo, el potencial de membrana 
mitocondrial estaría mediado en parte por la UCP3 (al ser revertido por GDP), y en parte por el 
ANT (al ser revertido en su totalidad con la adición de CAT). Sin embargo, en las mitocondrias 
WT LPS de músculo, en las que la expresión de la UCP3 se encuentra incrementada, la 
adición de GDP o de CAT produce una reversión parcial de la activación inducida por el HNE, 
siendo necesaria la adición conjunta de GDP y CAT para conseguir una reversión total.  
 
Con la finalidad de determinar si la UCP3 catalizaba específicamente este aumento de la 
conductancia a los protones inducida por el HNE, se hicieron los mismos experimentos con 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones deficientes en la expresión de 
la UCP3 (KO y KO LPS). 
 
Inicialmente se estudió si la conductancia a los protones se veía afectada en las mitocondrias 
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También se analizó cómo afectaba la adición del activador HNE a la conductancia a los 
protones en las mitocondrias de músculo aisladas a partir de ambos tipos de animales.  
 
En la Figura R.21 puede observarse que, en condiciones basales (en ausencia de HNE) no hay 
diferencias estadísticamente significativas en la conductancia a los protones entre las 
mitocondrias WT y KO. En esta figura también se aprecia que, al añadir HNE al medio de 
incubación, la conductancia a los protones aumenta en ambos tipos de mitocondrias, 
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Figura R.21. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de músculo 
WT y KO. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 145 
mV (B). Diferencias significativas respecto a WT (**, p<0,01). Diferencias significativas respecto a KO (###, p<0,001). Diferencias 
significativas respecto a WT +HNE (*, p<0,05). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT y KO (n=10). 
 
 
A continuación se determinó en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de 
los animales KO si el tratamiento con endotoxina producía algún tipo de efecto sobre la 
conductancia a los protones. En la Figura R.22 se puede observar que, en condiciones 
basales, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la conductancia a los 
protones entre las mitocondrias KO y KO LPS. Al adicionar el compuesto HNE, se detectó un 
aumento en la conductancia a los protones en ambos tipos de mitocondrias, siendo la 
intensidad de dicho aumento similar en las mitocondrias KO y KO LPS. 
 
De la misma manera que con las mitocondrias WT, también en las mitocondrias KO se 
determinó la especificidad del aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE, 
mediante la adición de los inhibidores GDP y CAT. En la Figura R.23 puede observarse que la 
adición de GDP no inhibió el aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE, 
tanto en mitocondrias KO como KO LPS. La adición de CAT (única o conjuntamente con GDP), 
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Figura R.22. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de músculo 
KO y KO LPS. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
145 mV (B). Diferencias significativas respecto a KO (***, p<0,001). Diferencias significativas respecto a KO LPS (##, p<0,01). No se 
















































50 100 150 200





























































KO LPS +HNE +GDP
KO LPS +HNE +CAT










50 100 150 200























KO LPS HNE +GDP
KO LPS HNE +CAT
KO LPS HNE +GDP +CAT
C
 
Figura R.23. Reversión con GDP y CAT de la activación inducida con HNE 35 µM en mitocondrias de músculo KO (A,B) y KO LPS 
(C,D). Conductancia basal, activación con HNE y efecto del GDP, CAT y GDP+CAT (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración 
medido a un potencial de membrana de 145 mV (B,D). Diferencias significativas respecto a KO o KO LPS (**, p<0,01; ***, p<0,001). 
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Estos resultados indicaban que el aumento en la conductancia a los protones inducido por el 
HNE en las mitocondrias aisladas de los ratones deficientes en la expresión de la UCP3 estaba 
totalmente mediado por el ANT, puesto que este aumento de la conductancia era revertido por 
CAT y no lo era por GDP, tanto en las mitocondrias KO como KO LPS. 
 
Finalmente, a partir de los resultados reflejados en la Figura R. 21, se cuantificó la contribución 
de la UCP3 en la conductancia basal y en el aumento de la conductancia inducido por el HNE, 
restándole al valor de la respiración medido al potencial de 145 mV de las mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones WT, el valor de la respiración medido al 
mismo potencial de las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones 
KO (Figura R. 24).  
 
 
Figura R.24. Cuantificación de la implicación de la 
UCP3 en la conductancia basal y en el aumento de la 
conductancia a los protones inducido por el HNE en 
las mitocondrias del músculo esquelético. Datos 
obtenidos tras restar el valor de la respiración medido 
al potencial de membrana de 145 mV de las 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético 
de los ratones WT menos el valor de la respiración de 
las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de los ratones KO. Representación de los 
valores medios ± SEM (n=10). Diferencias 








Según estos cálculos, la UCP3 cataliza el 10% (4,59 ± 0,49 nmol O/(min·mg proteína)) de la 
conductancia a los protones en condiciones basales, incrementándose la implicación de esta 
proteína al adicionar HNE (13,70 ± 0,82 nmol O/(min·mg proteína)).  
 
La cuantificación del incremento en la tasa de respiración inducido por el HNE al potencial de 
membrana de 145 mV se determinó a partir de los resultados reflejados en la Figura R.21, 
restando el valor de la respiración en presencia de HNE del valor de la respiración en ausencia 
de HNE, tanto en las mitocondrias aisladas de ratones de tipo silvestre (30 nmol O/(min·mg 
proteína)) como en las mitocondrias aisladas de ratones UCP3KO (21 nmol O/(min·mg 
proteína)). A partir de estos dos incrementos, en presencia y en ausencia de la proteína UCP3, 
se determinó que la UCP3 cataliza en el músculo esquelético el 30% del aumento en la 
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3.2.2. Implicación de la UCP3 en la activación de la conductancia a los protones inducida 
por el 4-hidroxinonenal en mitocondrias de corazón 
 
Debido a que en el corazón también se expresa la UCP3, se procedió a realizar los mismos 
experimentos de activación con HNE que se hicieron en el músculo esquelético en 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones WT y KO, tratados y sin tratar con 
endotoxina. 
 
En las mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones WT y WT LPS no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones. En presencia del activador HNE, a diferencia de lo que 
ocurría en las mitocondrias aisladas del músculo esquelético, tampoco se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre la conductancia a los protones de las 
mitocondrias WT y WT LPS (Figura R.25). 
 
Figura R.25. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de corazón 
WT y WT LPS. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
150 mV (B). Diferencias significativas respecto a WT (***, p<0,001). Diferencias significativas respecto a WT LPS (###, p<0,001). No 
se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT y WT LPS, ni entre WT +HNE y WT LPS +HNE (n=6). 
 
 
Al igual que en el músculo, en las mitocondrias de corazón se intentó determinar si el aumento 
en la conductancia a los protones observado por la adición del HNE estaba mediado por la 
UCP3 o el ANT, mediante la adición de los inhibidores específicos de estas proteínas, GDP y 
CAT, respectivamente.  
 
En la Figura R.26 puede observarse que con la adición de GDP no se consiguió revertir el 
efecto del HNE, tanto en las mitocondrias de corazón WT como en de WT LPS. En cambio, con 
la adición de CAT, un alto porcentaje del aumento en la conductancia a los protones inducido 
por el HNE fue revertido (52 ± 2% en WT y 65 ± 4% en WT LPS). Con la adición conjunta de 
GDP y CAT, se obtuvo el mismo resultado que con la adición de únicamente CAT, es decir, 
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Figura R.26. Reversión con GDP y CAT de la activación inducida con HNE 35 µM en mitocondrias de corazón WT (A,B) y WT LPS 
(C,D). Conductancia basal, activación con HNE y efecto del GDP, CAT y GDP+CAT (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración 
medido a un potencial de membrana de 150 mV (B,D). Diferencias significativas respecto a WT o WT LPS (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, 
p<0,001). Diferencias significativas respecto a WT +HNE o WT LPS +HNE (*, p<0,05; **, p<0,01) (n=6). 
 
 
En resumen, en las mitocondrias de corazón WT y WT LPS se obtuvieron resultados muy 
similares. El HNE produjo una activación de la conductancia a los protones que no pudo ser 
revertida con GDP, y sólo parcialmente con la adición de CAT o la adición conjunta de GDP y 
CAT. 
 
En las mitocondrias aisladas a partir del corazón de los ratones KO también se analizó la 
conductancia a los protones en condiciones basales, así como en presencia del activador HNE. 
En la Figura R.27 se compara la conductancia a los protones entre las mitocondrias de corazón 
WT y KO, en ausencia de endotoxina. Según estos datos, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre las mitocondrias de ambos genotipos, tanto en 
condiciones basales como en presencia del activador HNE. 
 
De la misma manera que en las mitocondrias de corazón WT, se aislaron mitocondrias a partir 
de animales KO a los que se les inyectó solución salina (KO) y endotoxina (KO LPS). Tanto en 
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estadísticamente significativas en la conductancia a los protones entre las mitocondrias 
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Figura R.27. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de corazón 
WT y KO. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 150 
mV (B). Diferencias significativas respecto a WT (***, p<0,001). Diferencias significativas respecto a KO (###, p<0,001). No se 
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Figura R.28. Efecto del HNE sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias de corazón 
KO y KO LPS. Conductancia basal y activación con HNE 35 µM (A). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
150 mV (B). Diferencias significativas respecto a KO (***, p<0,001). Diferencias significativas respecto a KO LPS (###, p<0,001). No se 
detectaron diferencias estadísticamente significativas entre KO y KO LPS, ni entre KO +HNE y KO LPS +HNE (n=6). 
 
 
El aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE en las mitocondrias de 
corazón KO y KO LPS se intentó revertir con GDP y CAT. Como puede observarse en la Figura 
R.29, tanto en las mitocondrias KO, como KO LPS, con la adición de GDP no se consiguió 
revertir el aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE, mientras que la 
adición de CAT produjo una reversión parcial del aumento inducido por el HNE (73 ± 6% en KO 
y 67 ± 7% en KO LPS). La adición conjunta de GDP y CAT produjo un efecto similar al 
observado al añadir únicamente CAT, tanto en las mitocondrias procedentes de animales KO 
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Figura R.29. Reversión con GDP y CAT de la activación inducida con HNE 35 µM en mitocondrias de corazón KO (A,B) y KO LPS 
(C,D). Conductancia basal, activación con HNE y efecto del GDP, CAT y GDP+CAT (A,C). Valor medio ± SEM de la respiración 
medido a un potencial de membrana de 150 mV (B,D). Diferencias significativas respecto a KO o KO LPS (*, p<0,05; ***, p<0,001). 
Diferencias significativas respecto a KO +HNE o KO LPS +HNE (*, p<0,05; **, p<0,01) (n=6). 
 
 
En conclusión, en las mitocondrias de corazón KO y KO LPS se obtuvieron resultados muy 
similares entre sí y, a su vez, similares a los resultados obtenidos en las mitocondrias de 
corazón WT y WT LPS, es decir, el aumento en la conductancia a los protones inducido por el 
HNE no era inhibido por GDP y tan sólo parcialmente por CAT o la adición conjunta de CAT y 
GDP. 
 
Finalmente, al cuantificar la contribución de la UCP3 en la conductancia basal y en el aumento 
en la conductancia a los protones inducido por el HNE en las mitocondrias aisladas a partir del 
corazón (al igual que se realizó para las mitocondrias del músculo esquelético en la Figura 
R.24) mediante la resta del valor de la respiración medido a 150 mV de las mitocondrias WT 
menos el valor de las mitocondrias KO de los datos representados en la Figura R.27, se 
determinó que en el corazón la UCP3 no catalizaba de manera significativa la conductancia de 
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3.3. EFECTO DE LOS INHIBIDORES GDP Y CARBOXIATRACTILÓSIDO SOBRE LA CONDUCTANCIA BASAL 
DE LA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES 
 
Con la finalidad de determinar si la UCP3 o el ANT ejercen algún efecto sobre la conductancia 
basal de la membrana mitocondrial interna a los protones, se realizaron diferentes ensayos en 
presencia de los inhibidores GDP y CAT, y en ausencia de los activadores superóxido y HNE, 
en mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y el corazón de ratones WT, WT LPS, 
KO y KO LPS.  
 
3.3.1. Efecto de los inhibidores GDP y carboxiatractilósido sobre la conductancia basal a 
los protones en las mitocondrias de músculo esquelético 
 
En ausencia de los activadores superóxido y HNE, el efecto de la adición de GDP y CAT sobre 
la conductancia basal a los protones en las mitocondrias del músculo esquelético de los 
animales WT y WT LPS aparece reflejado en la Figura R.30, mientras que el efecto de la 
adición de dichos inhibidores sobre la conductancia basal a los protones en las mitocondrias 
del músculo esquelético de los animales KO y KO LPS aparece reflejado en la Figura R.31.  
 
A partir de los resultados de los apartados A, B, C y D de la Figura R.30 se calculó el valor de 
la respiración al potencial de 145 mV (apartados E y F), observándose un valor de respiración  
menor en presencia de GDP y de CAT, siendo dicha tendencia más marcada con la adición de 
este segundo inhibidor. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre la ausencia o presencia de los inhibidores, tanto en las mitocondrias 
aisladas a partir de los ratones WT (Figura R.30, E) como de los ratones WT LPS (Figura  R.30, 
F). 
 
Por otro lado, a partir de los resultados de los apartados A, B, C y D de la Figura R.31 se 
calculó el valor de la respiración al potencial de 145 mV (apartados E y F), observándose un 
valor de respiración menor en presencia de GDP, a pesar de no acompañarse esta tendencia 
de significación estadística. Este valor de respiración es menor en presencia de CAT, 
encontrándose en este caso diferencias estadísticamente significativas entre los valores de 
respiración obtenidos en condiciones basales y en presencia de este inhibidor, tanto en las 
mitocondrias aisladas de a partir de los ratones KO (Figura R.31, E) como de los ratones KO 
LPS (Figura  R.31, F).  
 
Estos resultados implican que el CAT ejerce cierto efecto inhibidor sobre la conductancia basal 
de la membrana mitocondrial interna a los protones en las condiciones estudiadas y que, por 
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Figura R.30. Efecto del GDP y el CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en 
mitocondrias de músculo WT (A,C,E) y WT LPS (B,D,F). Conductancia basal en presencia y ausencia de GDP 0,5 mM (A,B). 
Conductancia basal en presencia y ausencia de CAT 2,5 µM (C,D). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
145 mV (E,F). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT y la adición de los inhibidores, ni entre WT LPS y 
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Figura R.31. Efecto del GDP y el CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en 
mitocondrias de músculo KO (A,C,E) y KO LPS (B,D,F). Conductancia basal en presencia y ausencia de GDP 0,5 mM (A,B). 
Conductancia basal en presencia y ausencia de CAT 2,5 µM (C,D). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
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3.3.2. Efecto de los inhibidores GDP y carboxiatractilósido sobre la conductancia basal a 
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Figura R.32. Efecto del GDP y el CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en 
mitocondrias de corazón WT (A,C,E) y WT LPS (B,D,F). Conductancia basal en presencia y ausencia de GDP 0,5 mM (A,B). 
Conductancia basal en presencia y ausencia de CAT 2,5 µM (C,D). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
150 mV (E,F). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre WT y la adición de los inhibidores, ni entre WT LPS y 
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Figura R.33. Efecto del GDP y el CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en 
mitocondrias de corazón KO (A,C,E) y KO LPS (B,D,F). Conductancia basal en presencia y ausencia de GDP 0,5 mM (A,B). 
Conductancia basal en presencia y ausencia de CAT 2,5 µM (C,D). Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de 
150 mV (E,F). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre KO y la adición de los inhibidores, ni entre KO LPS y 
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En condiciones basales, el efecto de la adición de GDP y CAT sobre la conductancia a los 
protones en las mitocondrias del corazón de los animales WT y WT LPS aparece reflejado en 
la Figura R.32, mientras que el efecto de la adición de dichos inhibidores sobre la conductancia  
basal a los protones en las mitocondrias del corazón de los animales KO y KO LPS aparece 
reflejado en la Figura R.33. 
 
A partir de los resultados de los apartados A, B, C y D de las Figuras R.32 y R.33 se calculó el 
valor de la respiración al potencial de 150 mV (apartados E y F), observándose una ligera 
tendencia a presentar una respiración menor en presencia de GDP (apenas perceptible) y de 
CAT (algo más marcada). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre la ausencia o presencia de los inhibidores, tanto en las mitocondrias 
aisladas a partir de los ratones WT (Figura R.32, E) como de los ratones WT LPS (Figura  R.32, 
F), KO (Figura R.33, E) y KO LPS (Figura R.33, F).  
 
Estos resultados indicaron que, en el corazón, la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones presenta cierta tendencia a ser inhibida en presencia de 
CAT y que, por lo tanto, el ANT está implicado en la conductancia basal. 
 
 




Con el objetivo de determinar si la proteína UCP3 tiene algún papel en la respuesta frente a un 
proceso de isquemia-reperfusión, se aplicó un protocolo de anoxia-reoxigenación in vitro en 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones de tipo silvestre, que expresan la UCP3 
(WT), y mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones deficientes en la expresión de la 
UCP3 (KO). El mismo protocolo de anoxia-reoxigenación fue aplicado también en 
cardiomiocitos neonatales de rata transfectados con el gen que codifica la proteína UCP3. 
 
4.1. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA UCP3 EN UN PROCESO DE ANOXIA-REOXIGENACIÓN EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS A PARTIR DEL CORAZÓN 
 
Con la finalidad de determinar si la proteína UCP3 tiene algún papel en la respuesta frente a un 
proceso de anoxia-reoxigenación, se aislaron mitocondrias a partir del corazón de ratones de 
tipo silvestre (WT) y ratones deficientes en la expresión de la UCP3 (KO). Ambos tipos de 
mitocondrias se dispusieron en cada una de las cámaras del respirómetro (0,2 mg de 
proteína/ml de medio KHE con 0,3% BSA), adicionándose rotenona 5 µM, succinato 4 mM y 
ADP 1 mM. Una vez que las mitocondrias consumieron todo el oxígeno existente en la cámara, 
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mediante centrifugación, se reoxigenaron y se volvieron a incubar en presencia de rotenona, 





































































































































































Figura R.34. Respuesta frente a un proceso de anoxia-reoxigenación en mitocondrias aisladas a partir del corazón. Tras adicionar las 
mitocondrias a la cámara del respirómetro, se añadió rotenona 5 µM (R) y succinato 4 mM (S), iniciándose la respiración. Tras la 
adición de ADP 1 mM, el consumo de oxígeno se incrementó, hasta alcanzarse el estado de anoxia (A). En estas condiciones las 
mitocondrias se incubaron durante 20 min. Seguidamente, las mitocondrias se lavaron y reoxigenaron (LR), se cerró la cámara (C), y 
se volvió a incubar con R, S y ADP. La línea azul representa la concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada 
representa la respiración mitocondrial (nmol O2/(min⋅mg proteína)).   
 
 
Tras la realización de los experimentos, se determinó el valor de la respiración en presencia de 
succinato y ADP, tanto previamente (Pre-AR) como posteriormente (Post-AR) al proceso de 
anoxia-reoxigenación. Estos datos aparecen reflejados en la Figura R.35, donde se puede 
observar que la tasa de respiración Pre-AR y Post-AR es muy similar en presencia de 
succinato, mientras que con la adición de ADP, las mitocondrias aisladas a partir del corazón 
de ratones KO presentan un valor de respiración superior al observado en las mitocondrias 



































Figura R.35. Valores de respiración de mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones WT y KO. Dichos valores fueron medidos 
previa- (Pre-AR) y posteriormente (Post-AR) a un proceso de anoxia-reoxigenación, en presencia de succinato (SUC) y ADP. 
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A partir de estos datos se determinó la relación entre la tasa de respiración en presencia de 
succinato más ADP y en presencia de únicamente succinato, previa- y posteriormente al 
proceso de anoxia-reoxigenación (Figura R.36, A), así como la relación entre la tasa de 
respiración medida posterior- y previamente al proceso de anoxia-reoxigenación, en presencia 
de succinato, y en presencia de succinato más ADP (Figura R.36, B). 
 
Figura R.36. Relación entre el valor de la respiración medido en presencia de succinato (SUC) más ADP y el valor medido en 
presencia de únicamente SUC de mitocondrias de ratones WT y KO aisladas a partir del corazón, y obtenidos previa- (Pre-AR) y 
posteriormente (Post-AR) a un proceso de anoxia-reoxigenación (A). Relación entre el valor de la respiración medido posterior- y 
previamente a un proceso de anoxia-reoxigenación en mitocondrias WT y KO, aisladas a partir del corazón, en presencia de SUC y en 
presencia de SUC más ADP (B). Valor medio ± SEM (n=8). Diferencias estadísticamente significativas respecto a WT (*, p<0,05).          
 
 
Al comparar los valores de respiración Pre-AR y Post-AR (Figura R.36), se determinó que, en 
presencia de succinato el valor de la respiración disminuyó un 21% en las mitocondrias de 
ratones WT, y un 27% en las mitocondrias de ratones KO, no considerándose estadísticamente 
significativa esta diferencia (p>0,05). Sin embargo, en presencia de ADP, la tasa de respiración 
disminuyó un 48% en las mitocondrias de ratones WT y un 44% en las mitocondrias de ratones 
KO, resultando esta diferencia estadísticamente significativa (p<0,05). Estos resultados 
sugieren que, en presencia de succinato, las mitocondrias procedentes de animales WT 
recuperan mejor la función respiratoria tras un proceso de anoxia-reoxigenación que las 
mitocondrias obtenidas de animales KO, a pesar de no ser estadísticamente significativa esta 
diferencia. Sin embargo, en presencia de ADP, la función respiratoria tras un proceso de 
anoxia-reoxigenación es mejor recuperada en las mitocondrias de ratones KO que en las de 
tipo silvestre, considerándose estadísticamente significativa esta diferencia (p<0,05).  
 
4.2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA UCP3 EN UN PROCESO DE ANOXIA-REOXIGENACIÓN EN 
CARDIOMIOCITOS NEONATALES DE RATA 
 
Un estudio similar se llevó a cabo en un modelo celular: cardiomiocitos neonatales de rata. En 
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determinar si la expresión de esta proteína tenía algún efecto sobre la respiración celular tras 
un proceso de anoxia-reoxigenación. 
 
Los cardiomiocitos neonatales de rata fueron aislados según se indica en el apartado 4.1 de 
Materiales y Métodos, e infectados con lentivirus el mismo día de su aislamiento. Para estos 
ensayos se utilizaron lentivirus transfectados con un vector que codifica la proteína UCP3, y 
lentivirus transfectados con el mismo vector vacío (sin ningún inserto). Tras la infección (48 h), 
los cardiomiocitos fueron incubados en medio CM durante 4 días a 37ºC y en atmósfera al 5% 
de CO2 (apartado 4.4.2 de Materiales y Métodos). 
 
Transcurrido este tiempo, se recogieron los cardiomiocitos de 3 pocillos de la placa p6 en la 
que habían sido cultivados, se contaron (aproximadamente 2·106) y se dispusieron en la 
cámara del respirómetro de alta resolución a 37ºC. Inicialmente se permitió la oxigenación de 
los cardiomiocitos durante 3 min, para seguidamente cerrar la cámara del respirómetro y dejar 
que las células consumieran la totalidad del oxígeno existente en la cámara. Transcurridos 20 
min en anoxia, se abrió la cámara del respirómetro permitiendo la entrada de oxígeno y la 
reoxigenación de los cardiomiocitos. A continuación, se volvió a cerrar la cámara y se observó 
cómo los cardiomiocitos infectados consumían nuevamente el oxígeno de la cámara. El 

















































































Figura R. 37. Respuesta frente a un proceso de anoxia-reoxigeación en cardiomiocitos neonatales de rata. Tras resuspender los 
cardiomiocitos en la cámara del respirómetro, se cerró (C)  y se esperó a que los cardiomiocitos consumieran el oxígeno disuelto en la 
cámara. A continuación los cardiomiocitos se incubaron en anoxia (A) durante 20 min. Seguidamente, se abrió la cámara para la 
reoxigenación de los cardiomiocitos (R) y, a continuación, se volvió a cerrar (C), dejando que las células consumieran de nuevo el 
oxígeno de la cámara. La línea azul representa la concentración de oxígeno (µM), mientras que la línea morada representa la 
respiración celular (pmol O2/(s⋅106 células)).   
 
 
A partir de estos registros, se determinó el valor de la respiración a la concentración de 30 µM 
de oxígeno previa- (Pre-AR) y posteriormente (Post-AR) al proceso de anoxia-reoxigenación en 
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vector vacío (sin inserto). Además, se determinó la relación entre el valor de la respiración 


































































Figura R.38. Valores de respiración de cardiomiocitos neonatales de rata, previa- (Pre-AR) y posteriormente (Post-AR) a un proceso 
de anoxia-reoxigenación (A). Relación entre el valor de la respiración medido posterior- (Post-AR) y previamente (Pre-AR) a un 
proceso de anoxia-reoxigenación en cardiomiocitos neonatales de rata (B). Representación del valor medio ± SEM. No se detectaron 
diferencias estadísticamente significativas entre los cardiomiocitos transfectados con el vector de UCP3 y los transfectados con el 
vector vacío (n=5). 
 
 
En la Figura R.38 se observa que la tasa de respiración en los cardiomiocitos transfectados con 
el vector de la UCP3 y los cardiomiocitos transfectados con el vector vacío (sin inserto) es 
similar, y que, tras el proceso de anoxia-reoxigenación, presentan una tasa de respiración 
también parecida. Sin embargo, al calcular la relación entre el valor de la respiración Post-AR y 
Pre-AR para ambos grupos de cardiomiocitos, los que expresan la UCP3 tienden a recuperar 
mejor la función respiratoria tras el proceso de anoxia-reoxigenación (73%) que los que no lo 
hacen (66%), aunque esta tendencia no alcanzó la significación estadística. 
 
 
5. ESTUDIO DE LA POSIBLE PRESENCIA DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA 
MITOCONDRIAL EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO 
 
 
La existencia de la isoforma mitocondrial de la enzima óxido nítrico sintasa (mtNOS) es 
controvertida. Con la finalidad de estudiar la posible existencia de esta enzima en el músculo 
esquelético, se aislaron mitocondrias a partir de ratones de tipo silvestre a los cuales se les 
había inoculado 24 h antes una dosis de endotoxina de 12 mg/kg de peso corporal.  
 
El estudio de la mtNOS se realizó a través de dos aproximaciones: una directa, mediante la 
cuantificación de la producción de óxido nítrico (NO) por esta enzima, y otra indirecta, mediante 
la medida de la inhibición de la respiración que se produce en presencia de este gas. Ambas 
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lo que se realizó un estudio instrumental comparativo, en relación a las medidas de 
consumo de oxígeno y de producción de NO, entre un respirómetro convencional tipo Clark 
(Hansatech) y un respirómetro de alta resolución (Oxygraph-2k, Oroboros). 
 
5.1. DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES ÓPTIMAS PARA EL ESTUDIO DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA 
MITOCONDRIAL: ESTUDIO INSTRUMENTAL COMPARATIVO ENTRE UN RESPIRÓMETRO CONVENCIONAL Y 
UNO DE ALTA RESOLUCIÓN 
 
Inicialmente se determinaron las condiciones óptimas para la detección del NO producido por la 
mtNOS, así como sus efectos sobre la respiración mitocondrial, comparando las medidas de 
detección de NO y de consumo de oxígeno realizadas en la cámara de un respirómetro 
convencional (Hansatech) y en la cámara de un respirómetro de alta resolución (Oroboros). 
 
En el estudio comparativo entre ambos respirómetros se analizaron las diferencias con relación 
al flujo de oxígeno instrumental, a la calibración del electrodo de NO, a la cuantificación de la 
producción del NO y a la medida de la inhibición de la respiración celular inducida por el NO. 
 
5.1.1. Medida del flujo de oxígeno instrumental 
 
Con la finalidad de comparar el consumo de oxígeno por el propio electrodo, así como la 
difusión de este gas entre el aire exterior y la cámara del electrodo, se determinó el flujo de 
oxígeno instrumental en cada uno de los respirómetros, en medio HBSS y a 37ºC (Figura 
R39, A y B). 
 
Los datos obtenidos en cada uno de los respirómetros se representaron en una gráfica en la 
que se relacionó la concentración de oxígeno (µM) con el flujo obtenido (pmol/(s·ml)) (Figura 
R.39, C y D). A partir de estos puntos se pudo calcular la ecuación de una recta del tipo: Flujo = 
b [O2] + a. Seguidamente, a través de las rectas obtenidas, se determinó el flujo a dos 
concentraciones de oxígeno: a la concentración atmosférica (172 µM) y a la concentración 
tisular (30 µM).  
 
En el respirómetro Hansatech, el flujo a 172 µM de oxígeno fue 4,51 ± 1,29 pmol/(s·ml), y a 30 
µM de oxígeno fue -5,22 ± 0,97 pmol/(s·ml) (valores medios ± SEM, n=6). En el respirómetro 
Oroboros, el flujo a 172 µM de oxígeno fue 2,69 ± 0,13 pmol/(s·ml), y a 30 µM de oxígeno fue    
-1,44 ± 0,18 pmol/(s·ml) (valores medios ± SEM, n=6).  
 
Según estos datos, en condiciones saturantes de oxígeno (172 µM), se produce un mayor 
consumo de oxígeno por parte del electrodo del respirómetro Hansatech que del electrodo del 
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este gas desde el exterior al interior de la cámara del electrodo es mayor en el respirómetro 
Hansatech que en el respirómetro Oroboros. Por ambos motivos, en los experimentos de 







































































































































Figura R.39. Determinación del flujo de oxígeno instrumental en el respirómetro Hansatech (A) y en el respirómetro Oroboros (B). El 
flujo (línea morada) se calculó a partir de la pendiente de la concentración de oxígeno (línea roja en el respirómetro Hansatech y línea 
azul en el respirómetro Oroboros). Cálculo de la ecuación de la recta que relaciona la concentración de oxígeno con el flujo en el 
respirómetro Hansatech (C) y Oroboros (D). Valores medios ± Ds (n=6). 
 
 
5.1.2. Calibración del electrodo de óxido nítrico 
 
Inicialmente se plantearon dos situaciones que podrían afectar a la calibración del electrodo 
de NO y, por tanto, a las medidas de NO: el estado de la cámara (abierta o cerrada) y  la 
concentración de oxígeno a la que se realizaran las medidas de NO.  
 
La influencia de realizar las medidas de NO con la cámara del respirómetro abierta o cerrada 
fue determinada en el respirómetro Hansatech (Figura R.40, A). Al realizar la calibración del 
electrodo de NO con la cámara cerrada, los valores de pA medidos resultaron ser un 16% ±1 
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Para determinar si la concentración de oxígeno en la cámara del respirómetro podía ser un 
factor que modificara las medidas de NO, se llevó a cabo la calibración del electrodo de NO en 
el respirómetro Hansatech a dos concentraciones de oxígeno diferentes: 21 y 7%. En la Figura 
R.40, B puede observarse que no hay diferencias estadísticamente significativas entre los 
resultados obtenidos a ambas concentraciones de oxígeno. De estos resultados se concluye 
que las medidas del electrodo de NO no se ven afectadas por la concentración de oxígeno 
existente en la cámara del respirómetro.  
 
pA = 0,4903[NO] - 33,962
r2 = 0,9998




















7%  pA = 1,3485[NO] - 21,09
r2 = 0,9997














Figura R.40. Influencia del estado de la cámara (abierta o cerrada) del respirómetro Hansatech al realizar la recta de calibración del 
electrodo de NO (A). Valores medios ± SEM (n=3). Diferencias significativas entre las medidas realizadas a una misma concentración 
de NO (*, p<0,05; **, p<0,01) (A). Influencia de la concentración de oxígeno (21 ó 7%) en el respirómetro Hansatech al realizar la recta 
de calibración del electrodo de NO (B). Valores medios ± SEM (n=5). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas al 
realizar las medidas de NO a ambas concentraciones de oxígeno 
 
 
Posteriormente, se compararon los valores de pA obtenidos al realizar la calibración del 
electrodo de NO en el respirómetro Hansatech y en el respirómetro Oroboros (con la cámara 
cerrada y a 21% de oxígeno). En la Figura R.41 se muestra un registro representativo de la 
calibración del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech (A) y en el respirómetro Oroboros 
(B), así como las rectas de calibración calculadas a partir de dichos registros (C y D, 
respectivamente).  
 
Para llevar a cabo la comparación de las calibraciones realizadas en ambos respirómetros, se 
determinó el valor de pA registrado por el electrodo de NO tras cada adición de NaNO2 (valor 
máximo de pA), así como el valor de pA registrado a los 5 min de cada adición de NaNO2 al 
medio de calibración (KI/H2SO4). Teniendo en cuenta ambas medidas se pudo determinar si la 
señal recogida por el electrodo de NO se mantenía estable transcurrido un breve periodo de 
tiempo. En la Figura R.42 se puede observar que el valor de pA detectado por el electrodo de 
NO a los 5 min de la adición de NaNO2 era inferior al valor de pA registrado inicialmente (valor 
máximo). Sin embargo, en el respirómetro Oroboros, las diferencias entre ambos valores fueron 
menores, es decir, la señal recogida por el electrodo de NO se mantenía más estable 























































Figura R.41. Registro de la calibración del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech (A) y en el respirómetro Oroboros (B). 
Cálculo de la recta de calibración del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech a partir del registro representado en A (C), y en el 




































Figura R.42. Recta de calibración del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech (A) y en el respirómetro Oroboros (B): pA 
máximos y pA detectados a los 5 min. Valores medios ± SEM (n=5). Diferencias significativas entre ambas medidas para cada 
concentración de NO (*, p<0,05; **, p<0,01).  
 
 
Al comparar los valores de pA máximos medidos en ambos respirómetros, resultaron ser 
significativamente más elevados los pA medidos en el respirómetro Oroboros que los obtenidos 
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cálculo, en ambos respirómetros, de la relación entre los pA máximos y los pA medidos a 5 min 
para cada concentración de NO. En el respirómetro Hansatech, el valor de pA a 5 min oscila 
entre el 41 y el 76% del valor máximo, mientras que en el respirómetro Oroboros, el valor de pA 
a 5 min oscila entre el 78 y el 94% del valor máximo. Estas diferencias entre ambos 
respirómetros, en cuanto a la relación entre el valor de pA máximo y el medido a 5 min, se 




























































Figura R.43. pA máximos medidos para cada concentración de NO en ambos respirómetros (A). Valores medios ± SEM (n=5). 
Diferencias significativas entre las medidas realizadas en cada respirómetro para cada concentración de NO (*, p<0,05; **, p<0,01). 
Relación entre el valor de pA máximo y el valor de pA medido a 5 min en ambos respirómetros para cada concentración de NO (B). 
Valores medios ± SEM (n=5). Diferencias significativas entre los valores obtenidos en cada respirómetro para cada concentración de 
NO (*, p<0,05; **, p<0,01). 
 
 
5.1.3. Cuantificación de la producción de óxido nítrico 
 
En el respirómetro Hansatech y en el respirómetro Oroboros se midió la producción de NO 
generada con un donador de NO (DETA-NO), y también con un sistema celular de producción 
endógena de NO regulado por tetraciclina, células Tet-iNOS 293 (Mateo et al., 2003). Estas 
medidas se realizaron a 37ºC y con las cámaras de ambos electrodos cerradas. 
 
La cuantificación de la producción de NO generado con DETA-NO 80 µM tras aplicar la recta 
de calibración correspondiente en cada uno de los respirómetros, fue de 307 ± 38 nM NO en el 
respirómetro Hansatech y de 330 ± 38 nM NO en el respirómetro Oroboros (valores medios ± 
SEM, n=7), no encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre las medidas 
realizadas en ambos respirómetros (Figura R.44, A y B). 
 
Para las medidas de NO realizadas con la línea celular Tet-iNOS 293 se trató a las células con 
una dosis de tetraciclina de 40 ng/ml. La producción de NO con este sistema (107 células/ml) se 
inició con la adición del sustrato de la iNOS L-arginina (1 mM). Los valores de NO fueron 883 ± 
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medios ± SEM, n=9), no encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre las 























































































































Figura R.44. Registro del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech (A) y en el respirómetro Oroboros (B) tras la adición de 
DETA-NO 80 µM. Registro del electrodo de NO en el respirómetro Hansatech (C) y en el respirómetro Oroboros (D) tras la adición de 
L-arginina (L-Arg) 1 mM a células Tet-iNOS 293 tratadas con 40 ng/ml de tetraciclina (107 células/ml).  
 
 
Por lo tanto, pese a existir diferencias entre el respirómetro Hansatech y el respirómetro 
Oroboros en los valores obtenidos al realizar la calibración del electrodo de NO, la 
cuantificación de la producción de NO no se vio afectada por la realización de las medidas en 
uno u otro respirómetro, puesto que los cálculos de la producción de NO se realizan a partir de 
la recta de calibración obtenida en las mismas condiciones experimentales que las medidas de 
NO. 
 
5.1.4. Determinación de la inhibición de la respiración celular por el óxido nítrico 
 
En la misma línea celular, Tet-iNOS 293, se determinó la inhibición de la respiración inducida 
por el NO a concentraciones fisiológicas de oxígeno (30 µM) en el respirómetro Hansatech y en 
el respirómetro Oroboros. La medida de la respiración en ausencia de NO (células control) se 
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presencia de NO se realizó en 107 células/ml tratadas con 40 ng/ml de tetraciclina (con la 
finalidad de inducir la síntesis de la enzima iNOS) y tras la adición al medio de L-arginina 1 mM 








































































































































































































































































































































































































Figura R.45. Registro del consumo de oxígeno de células Tet-iNOS (107 células/ml) control (A,B) y tratadas con 40 ng/ml de 
tetraciclina (C,D) en el respirómetro Hansatech (A,C) y Oroboros (B,D). Con la adición de L-arginina comienza la síntesis de NO, 
inhibiéndose la respiración celular. Las líneas azul o roja representan la concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada 
representa la respiración celular (pmol O2/(sml). 
 
 
En el respirómetro Hansatech (Figura R.45, A y C), tras corregir el valor del flujo de oxígeno 
instrumental, la respiración de las células control medida a 30 µM de oxígeno fue 136 ± 8 pmol 
O2/(s·ml), mientras que en las células tratadas con 40 ng/ml de tetraciclina, el valor de la 
respiración fue 31 ± 6 pmol O2/(s·ml) (valores medios ± SEM, n=5).  
 
En el respirómetro Oroboros (Figura R.45, B y D), que proporciona automáticamente la 
corrección del flujo de oxígeno instrumental, la respiración de las células control medida a 30 
µM de oxígeno fue 184 ± 7 pmol O2/(s·ml), mientras que en las células tratadas con 40 ng/ml de 
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Tejido Mitocondrias







A partir de estos datos se calculó el porcentaje de inhibición de la respiración por el NO: 77 ± 
4% en el respirómetro Hansatech, y 84 ± 1% en el respirómetro Oroboros, considerándose 
estadísticamente significativa (p<0,05) la diferencia existente entre ambos porcentajes de 
inhibición. 
 
En resumen, a concentraciones fisiológicas de oxígeno, las medidas de respiración realizadas 
en el respirómetro Oroboros presentan una mayor precisión en comparación con las realizadas 
en el respirómetro Hansatech, puesto que la inhibición de la respiración celular en presencia de 
NO es más elevada (10%) en el respirómetro Oroboros que en el respirómetro Hansatech.   
 
5.2. DETECCIÓN DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA MITOCONDRIAL EN UN RESPIRÓMETRO DE ALTA 
RESOLUCIÓN 
 
De acuerdo con los datos obtenidos en el estudio instrumental comparativo entre ambos 
respirómetros, consideramos más apropiado el uso del respirómetro de alta resolución 
Oroboros para la detección de la producción de NO por la mtNOS y de sus efectos sobre la 
respiración en mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones de tipo 
silvestre tratados con endotoxina. 
 
5.2.1. Caracterización del modelo de estudio 
 
Previamente al aislamiento de las mitocondrias con la finalidad de estudiar la producción de NO 
y sus efectos sobre la respiración, se determinó si la dosis (12 mg/kg de peso corporal) y 
tiempo de incubación (24 h) de endotoxina utilizados inducían la expresión de la iNOS en el 
tejido muscular esquelético. Para ello, mediante western blot se determinó, además de la 
expresión de la proteína iNOS, la pureza de las mitocondrias aisladas, es decir, si existía 
contaminación celular tras el aislamiento de las mitocondrias.  
 
       
Figura R.46. Niveles de expresión de las 
proteínas iNOS, actina y porina en el tejido 
muscular y en las mitocondrias aisladas a partir 
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Como control de carga de los extractos proteicos tisulares procesados por western blot se 
utilizó la proteína actina, y se consideró que la ausencia de esta proteína en los extractos 
proteicos mitocondriales era indicativa de un alto grado de pureza de las mitocondrias. 
Además, como control de carga de los extractos proteicos mitocondriales se utilizó la proteína 
de la membrana mitocondrial externa, porina. En la Figura R.46 se observa que, en el tejido 
muscular esquelético, la administración de LPS induce la expresión de la iNOS. En esta 
imagen también se aprecia que, en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético, 
los niveles de expresión de la iNOS y la actina son indetectables. 
 
Por otra parte, mediante microscopía confocal, se determinó la presencia de NO en el tejido 
muscular esquelético gracias a la cuantificación de la fluorescencia emitida por el fluorocromo 
DAF-FM en muestras procedentes de ratones WT y WT LPS (en verde en la Figura R.47). 
 
A B
Figura R.47. Producción de NO en fibras musculares de ratones tratados con endotoxina. Fibras musculares de ratón WT (A) y WT 
LPS (B) teñidas con los fluorocromos Hoechst-33342 (azul), ioduro de propidio (rojo) y DAF-FM (verde).  
 
 
En la Figura R.48 puede observarse que, en el tejido muscular esquelético de ratones WT LPS, 
la fluorescencia emitida por el fluorocromo DAF-FM es aproximadamente 2 veces superior a la 




Figura R.48. Determinación de la fluorescencia emitida 
tras la tinción con DAF-FM. Representación del valor 
medio ± SEM, n=6. Diferencias significativas respecto a 
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Tras la caracterización del modelo de estudio utilizado, se realizaron diversas determinaciones 
encaminadas a la detección del NO producido por la mtNOS y de los efectos de este gas sobre 
la respiración (detección de la inhibición de la respiración inducida por el NO y determinación 
del valor de la presión parcial de oxígeno a la que la respiración es la mitad de la máxima, la 
p50). 
 
5.2.2. Detección directa de óxido nítrico mediante la utilización de un electrodo de óxido 
nítrico 
 
En el respirómetro Oroboros, con la cámara cerrada y termostatizada a 37ºC, se intentó 
determinar la producción de NO por parte de la mtNOS en mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético de ratones WT y WT LPS (0,25 mg de proteína/ml). Esta aproximación se 
realizó introduciendo un electrodo de NO en una de las cámaras del respirómetro, lo que 
permitió medir simultáneamente el consumo de oxígeno y la producción de NO.  
 
Tras la estabilización de la señal recogida por el electrodo de NO, se adicionó en la cámara del 
respirómetro el cofactor de las NOS tetrahidrobiopterina (4HB) 10 µM. Seguidamente, se 
adicionó rotenona 5 µM, succinato 4 mM o succinato más ADP 1 mM. Finalmente se añadió el 





















Figura R.49. Producción de NO por la mtNOS en mitocondrias de músculo esquelético. Registro del electrodo de NO: tras la adición 
del sustrato L-arginina 1 mM no se detectó producción de NO por las mitocondrias (0,25 mg de proteína/ml). 
 
 
En la Figura R.49 aparece reflejado un registro representativo de la medida de NO, donde se 
observa que no se consiguió detectar ninguna señal lo suficientemente intensa o fiable por el 
electrodo de NO, por lo que se concluyó que la producción de NO por la mtNOS era 
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5.2.3. Detección indirecta de óxido nítrico mediante la determinación de la inhibición de 
la respiración mitocondrial y sus efectos sobre la p50 
 
En el respirómetro Oroboros se registró el consumo de oxígeno de las mitocondrias aisladas a 
partir del músculo esquelético de los ratones WT y WT LPS (0,25 mg de proteína/ml). Estas 
medidas se realizaron con el objetivo de determinar si, en presencia del sustrato de la mtNOS, 
L-arginina 1 mM, la respiración presentaba cierto grado de inhibición con relación a la tasa de 
respiración medida en ausencia de L-arginina. 
 
El estudio de la inhibición de la respiración mitocondrial se realizó con succinato 4 mM como 
sustrato y en ausencia o presencia de ADP 1 mM, siguiendo el protocolo indicado en el registro 


























































































































































































































































































































































































































































Figura R.50. Inhibición de la respiración por el NO sintetizado por la mtNOS en mitocondrias de músculo en ausencia de ADP (A) y en 
presencia de ADP 1 mM (B). Tras añadir las mitocondrias a la cámara del respirómetro, se añadió tetrahidrobiopterina 10 µM (4HB), 
rotenona 5 µM (R), succinato 4 mM (S) y L-arginina 1 mM (L-ARG), permitiendo que las mitocondrias consumieran la totalidad del 
oxígeno de la cámara. La línea azul representa la concentración de oxígeno (µM) mientras que la línea morada representa la 
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Tras la obtención de los registros, se determinó el valor de la respiración a 30 y 10 µM de 
oxígeno, debido a que el efecto inhibidor del NO sobre la respiración aumenta a medida que 
disminuye la concentración de oxígeno (Brown and Cooper 1994; Cleeter et al., 1994) y, por lo 
tanto, a dichas concentraciones reducidas de oxígeno resultaría más probable detectar el 
efecto inhibidor del NO sobre la respiración. En la Figura R.51 se observa que la respiración 
mitocondrial medida a 30 µM de oxígeno no se ve afectada por la adición de L-arginina 1 mM 
(Figura R.51, A), ni por la adición del inhibidor de las NOS N-monometil-L-arginina (L-NMMA) 1 
mM (Figura R.51, B), tanto en las mitocondrias WT como en las mitocondrias WT LPS.  
 
Sin embargo, al determinar el valor de la respiración mitocondrial a 10 µM de oxígeno, se 
detectó un 27 ± 3% de inhibición de la respiración de las mitocondrias WT LPS en presencia 
del sustrato L-arginina (Figura R.51, C). Esta inhibición de la respiración no se detectaba al 














































































































































































































































































































































































Figura R.51. Valores de respiración medidos a 30 µM (A,B) y 10 µM (C,D) de oxígeno de las mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético, en ausencia (A,C) y presencia (B,D) de L-NMMA 1 mM. Las medidas se realizaron tras la adición de succinato 4 
mM (SUC), ADP 1 mM o L-arginina 1 mM. Representación del valor medio ± SEM (n=4). Diferencias estadísticamente significativas 
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El valor de presión parcial de oxígeno necesario para que la respiración sea la mitad de la 
máxima viene definido por la p50, un valor inversamente proporcional a la afinidad que presenta 
la citocromo c oxidasa por el oxígeno. Con el fin de detectar los efectos sobre la respiración del 
NO producido por la mitocondria, se estudió el valor de la p50 de la respiración en mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético de ratones WT y WT LPS, en presencia y ausencia de 
ADP, así como en presencia y ausencia del sustrato de la NOS, L-arginina. 
 
En la Figura R.52, A se observa que las diferencias en el valor de la p50 de la respiración de las 
mitocondrias WT y WT LPS no son estadísticamente significativas en ausencia de L-arginina. 
Sin embargo, al adicionar el sustrato de la NOS al medio de incubación, el valor de la p50 de las 
mitocondrias WT LPS es significativamente superior al detectado para las mitocondrias WT. 
Además, esta diferencia en el valor de la p50 se deja de apreciar al añadir al medio el inhibidor 











































































Figura R.52. Determinación del valor de la p50 en mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético, en ausencia (A) y presencia 
(B) de L-NMMA. En la parte inferior de la gráfica se indica si la medida se realizó tras la adición de succinato 4 mM (SUC), ADP 1 mM 




De los resultados obtenidos se puede deducir que, en mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético de ratones WT a los que se les ha administrado una dosis de 12 mg/kg de 
endotoxina, se induce la mtNOS y se produce la síntesis de NO. Este hecho se deduce debido 
a que, en presencia de L-arginina, la respiración mitocondrial (medida a 10 µM de oxígeno) se 
ve inhibida y el valor de p50 aumenta. Además, al inhibir la enzima con L-NMMA, desaparecen 
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En 1997 se describió una proteína que presentaba un 57% de identidad en su secuencia de 
aminoácidos con la proteína desacoplante 1 (UCP1) y, a su vez, un 73% de identidad con la 
secuencia de aminoácidos de la proteína desacoplante 2 (UCP2) (Boss et al., 1997). Esta 
proteína, cuya expresión es específica del músculo esquelético y el corazón, fue denominada 
proteína desacoplante 3 (UCP3). 
 
A diferencia de la UCP1, cuya función en la termogénesis adaptativa se encuentra claramente 
definida, la función de la UCP3 no está claramente establecida. En los estudios realizados 
inicialmente, debido al alto grado de identidad existente entre la secuencia de aminoácidos de 
la UCP1 y la UCP3, se estudió la posible implicación de la UCP3 en la termogénesis, el control 
del gasto energético y el peso corporal (apartado 3.1 de la Introducción). Sin embargo, la 
mayoría de los resultados obtenidos en dichos trabajos parecían indicar que la UCP3 no se 
encontraba implicada en estas funciones. Posteriormente, se han formulado otras hipótesis que 
atribuyen a la UCP3 un papel en el metabolismo de los ácidos grasos y de la glucosa, en la 
protección frente al daño oxidativo, en la regulación de la apoptosis y en el transporte de calcio 
(apartados 3.2 a 3.6 de la Introducción). Dentro de las diferentes hipótesis planteadas en 
relación a la función de la UCP3, nuestro trabajo se ha centrado en el estudio del papel de esta 
proteína ante una situación de estrés oxidativo, valorándose su posible función protectora. 
 
El papel protector de las UCPs frente al estrés oxidativo fue sugerido inicialmente en 1997 tras 
la observación de que la preincubación con GDP (inhibidor de las UCPs) de las mitocondrias 
aisladas a partir de tejidos que expresaban la UCP1 y la UCP2 (el tejido adiposo pardo, el bazo 
y el timo) inducía un aumento en el potencial de la membrana mitocondrial interna y en la 
producción de ROS (Negre-Salvayre et al., 1997). Diversos estudios realizados posteriormente 
han analizado la implicación específica de la UCP3 en la protección frente al daño oxidativo 
relacionando la ausencia o inhibición de esta proteína con un aumento en el potencial de la 
membrana mitocondrial y un aumento en la producción de ROS (Vidal-Puig et al., 2000; Brand 
et al., 2002; Talbot et al., 2004; MacLellan et al., 2005). Esta hipótesis se vio respaldada con la 
identificación del efecto activador del radical superóxido sobre la conductancia a los protones 
mediada a través de esta proteína (Echtay et al., 2002b), así como del compuesto originado 
tras la peroxidación lipídica de las membranas mitocondriales y celulares 4-hidroxinonenal 
(Echtay et al., 2003) (apartados 3.4.3 y 3.4.4 de la Introducción). 
 
En nuestro estudio, con la finalidad de determinar el posible papel protector de la UCP3 frente 
al estrés oxidativo, se realizaron diversas aproximaciones experimentales en mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético y del corazón de ratones de tipo silvestre y deficientes 
en la expresión de la UCP3 (KO), tratados y sin tratar con endotoxina, así como en 





 - 160 - 
1. IMPLICACIÓN DE LA UCP3 EN LA CONDUCTANCIA BASAL DE LA MEMBRANA 
MITOCONDRIAL INTERNA A LOS PROTONES Y EN EL AUMENTO DE LA 




La administración de endotoxina induce un aumento en la expresión de la proteína UCP3 
 
Los estudios realizados en mitocondrias precisaron de una caracterización inicial de los niveles 
de expresión del ARNm y de la proteína UCP3, así como de otros transportadores altamente 
relacionados y también presentes en el tejido muscular esquelético y el corazón, la UCP2 y el 
transportador de nucleótidos de adenina (ANT).  
 
Como hemos mostrado en el capítulo de Resultados, la administración de endotoxina a 
ratones, a una dosis de 12 mg/kg de peso corporal y tras 24 h de incubación, induce un 
aumento en la expresión del ARNm de la UCP3 en el músculo gastrocnemio y en el corazón 
(Figura R.1), así como de la proteína (Figuras R.6 y R.7). En estudios previos se había 
observado que la administración de endotoxina o de TNF-α inducía un aumento en la expresión 
del ARNm de la UCP3 en el músculo de rata (Busquets et al., 1998; Masaki et al., 1999) y de 
ratón (Yu et al., 2000). Sin embargo, en estos trabajos no se determinó si las variaciones en la 
expresión del ARNm de la UCP3 se correlacionaban con modificaciones en la expresión de la 
proteína UCP3, siendo necesaria la confirmación de dichos cambios a la hora de intentar 
asociar un papel bioquímico o fisiológico a la esta proteína (Echtay 2007), especialmente 
cuando también se ha descrito que la expresión del ARNm de la UCP3 no se relaciona 
necesariamente con la expresión de la proteína UCP3 (Sivitz et al., 1999).  
 
Tras comprobar en nuestro modelo experimental que la administración de endotoxina inducía 
un aumento en la expresión de la proteína UCP3 de 2 veces en el músculo esquelético y de 1,5 
veces en el  corazón, comparamos el grado de expresión de esta proteína en ambos tejidos en 
ausencia de endotoxina. Según los resultados de la Figura R.8, el nivel de expresión de la 
proteína UCP3 en el músculo esquelético es 6-7 veces superior al detectado en el corazón. 
Esta diferente expresión de la UCP3 en el músculo esquelético y el corazón ha sido 
previamente descrita (Hoeks et al., 2003; Pedraza et al., 2006; Bezaire et al., 2007). 
Específicamente se ha determinado que la expresión de esta proteína es 13 veces superior en 
los músculos con alto contenido en fibras de tipo IIb (de metabolismo fundamentalmente 
glicolítico) en comparación con la expresión de la UCP3 en el corazón (Hoeks et al., 2003), 
mientras que en los músculos con alto contenido en fibras de tipo I (de metabolismo 
predominantemente oxidativo) la expresión de esta proteína es 3 veces superior en relación a 
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La expresión de la proteína ANT no se ve afectada por la administración de endotoxina ni 
por la deleción del gen ucp3  
  
El ANT es la proteína transportadora más abundante de la mitocondria, representando el 1-
10% del contenido total proteico de este orgánulo (Brand et al., 2005). Clásicamente, la función 
del ANT ha estado asociada al intercambio de ADP por ATP a través de la membrana 
mitocondrial interna, así como a la formación del poro de transición de la permeabilidad 
mitocondrial y la apoptosis (Klingenberg 1993; Halestrap 2004; Palmieri 2004). Sin embargo, 
recientemente se ha determinado que el contenido mitocondrial en ANT se encuentra 
directamente relacionado con la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los 
protones, siendo esta proteína la responsable de catalizar el 50-66% de la conductancia basal 
(Brand et al., 2005). Debido a este hecho, consideramos necesario determinar en nuestro 
modelo de estudio si la administración de endotoxina como modelo de inducción de la UCP3 
modificaba también la expresión del ANT, no encontrándose cambios en dicha expresión 
(Figuras R.3, R.6 y R.7). Por otro lado, en nuestro trabajo también se utilizaron animales en los 
que no se expresaba la UCP3 (KO y KO LPS), no detectándose diferencias en la expresión del 
ANT entre estos animales y los animales de tipo silvestre (Figuras R.5 y R.9). 
 
El control respiratorio y la capacidad máxima de la respiración mitocondrial no se ven 
afectados por la administración de endotoxina o la deleción del gen ucp3 
 
El valor del control respiratorio (relación entre la tasa de respiración en el Estado III y en el 
Estado IV) es un indicador de la integridad mitocondrial y del grado de acoplamiento de la 
fosforilación oxidativa. La determinación de este coeficiente en el estudio de la actividad 
desacoplante de la proteína UCP3 ha generado resultados contradictorios entre diferentes 
trabajos. Inicialmente se describió que las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de los ratones deficientes en la expresión de la UCP3 (KO) se encontraban más 
acopladas (tenían aumentada la relación Estado III/Estado IV) (Vidal-Puig et al., 2000), 
mientras que en un trabajo posterior se determinó que no existían diferencias entre el valor del 
control respiratorio de las mitocondrias de ratones de tipo silvestre y las mitocondrias de 
ratones KO (Cadenas et al., 2002). Según nuestros resultados, el valor del control respiratorio 
no se ve afectado por el nivel de expresión de la UCP3, tanto en las mitocondrias de músculo 
esquelético como en las de corazón (Figura R.11). Sin embargo, una ligera capacidad 
desacoplante de la UCP3 no puede ser descartada con la simple determinación de este 
coeficiente, siendo necesaria la realización de medidas directas de la conductancia de la 
membrana mitocondrial interna a los protones.  
 
Mediante la adición del agente desacoplante FCCP, se determinó también la capacidad 
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corazón (Figura R.13), no encontrándose diferencias significativas en relación a esta medida de 
consumo de oxígeno a pesar de los diferentes niveles de expresión de la UCP3 en las 
mitocondrias de ambos tejidos (WT, WT LPS, KO y KO LPS). 
 
La actividad de los Complejos I, II y IV de la cadena respiratoria mitocondrial se 
encuentra inhibida tras la administración de endotoxina 
 
La utilización de endotoxina como modelo de inducción de la UCP3 conduce a un estado de 
sepsis caracterizado a nivel tisular por un descenso en el consumo de oxígeno (Kreymann et 
al., 1993), y acompañado de un aumento en la tensión de oxígeno a dicho nivel (Boekstegers 
et al., 1991; Rosser et al., 1995). Este hecho sugiere que principalmente existe un problema en 
la utilización del oxígeno por parte de la mitocondria, es decir, existe una disfunción 
mitocondrial en lugar de un déficit en el aporte de oxígeno que recibe la célula (Brealey et al., 
2004). La disfunción mitocondrial asociada a un estado de sepsis ha sido estudiada en diversos 
trabajos, concluyéndose que se produce una alteración de la fosforilación oxidativa, 
reduciéndose la capacidad de los tejidos para utilizar el oxígeno y, por tanto, para satisfacer las 
necesidades metabólicas (Llesuy et al., 1994; Kantrow et al., 1997). 
 
En nuestro estudio, mediante la adición de diversos sustratos e inhibidores específicos de cada 
uno de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, determinamos que la 
administración de endotoxina induce una disminución en la actividad de los Complejos I, II y IV. 
Esta inhibición de la respiración se detectó en mitocondrias aisladas a partir del tejido muscular 
esquelético (Figura R.15, A y C) y el corazón (Figura R.15, B y D) de animales de tipo silvestre 
y deficientes en la expresión de la UCP3, siendo el efecto estadísticamente más significativo en 
este último tejido. Relacionar estos resultados con los obtenidos por otros autores presenta 
cierta dificultad debido a la gran variabilidad existente en los modelos experimentales utilizados 
en la inducción del estado de sepsis, lo cual ha llevado a la obtención de diferentes resultados 
en relación a la función mitocondrial (Singer and Brealey 1999). En este sentido, merece la 
pena destacar los resultados obtenidos en dos trabajos realizados en mitocondrias de rata en 
los que se utilizó la inoculación de endotoxina (lipopolisacárido de Escherichia coli) como 
protocolo de inducción del estado de sepsis, debido a la similitud metodológica existente entre 
ambos y nuestro propio estudio (Boczkowski et al., 1999; Callahan et al., 2001). En uno de 
ellos se determinó que la administración de una dosis de endotoxina de 10 mg/kg de peso 
corporal a ratas inducía a las 6 h un aumento en la producción de peróxido de hidrógeno en las 
mitocondrias aisladas a partir del músculo diafragmático (Boczkowski et al., 1999). Además, en 
dichas mitocondrias se detectó un aumento en la tasa de desacoplamiento mitocondrial y, por 
tanto, una disminución de la capacidad fosforilativa de la mitocondria, siendo estos efectos 
atenuados con la administración del inhibidor de las NOS, L-NMMA (N-monometil-L-arginina). 
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la endotoxemia, formando peroxinitrito (ONOO-), el cual daña la función mitocondrial, 
contribuyendo a la alteración de la contractibilidad muscular. En un estudio posterior se 
determinó que la administración de una dosis de endotoxina de 8 mg/kg de peso corporal a 
ratas inducía a las 24-48 h una depleción del contenido proteico mitocondrial y un descenso en 
la tasa de respiración de las mitocondrias aisladas a partir del diafragma (Callahan et al., 2001). 
Este efecto sobre la respiración no se asociaba a desacoplamiento, sino que se relacionaba 
con un aumento en la producción de ROS y peroxinitrito, induciendo un descenso en la 
respiración en el Estado III, con la consiguiente disminución en la producción de ATP por parte 
de la mitocondria. Además, el efecto inhibidor de la administración de endotoxina sobre el 
Estado III de la respiración fue abolido en presencia del inhibidor de las NOS L-NAME (N-Nitro-
L-arginina-metil-ester). Como se ha mencionado anteriormente, los distintos resultados 
obtenidos en ambos trabajos pueden ser debidos a la administración de diferentes dosis de 
endotoxina y/o los distintos tiempos de incubación. Sin embargo, en ambos trabajos, la 
administración de los inhibidores L-NMMA y L-NAME protegía de la disfunción mitocondrial 
inducida por la endotoxina, indicando que la síntesis de NO se encontraba directamente 
implicada en la disfunción mitocondrial observada en un estado de sepsis. 
 
En nuestro estudio determinamos que la pauta de administración de endotoxina utilizada 
inducía la expresión de la iNOS (Figura R.46) y aumentaba la producción de NO (Figuras R.47 
y R.48) en el tejido muscular esquelético. Sin embargo, para establecer una relación directa 
entre la síntesis de NO y la inhibición de la actividad respiratoria de los complejos de la cadena 
de transporte de electrones, sería necesario comprobar que dicho efecto desaparece con la 
adición de los inhibidores L-NMMA o L-NAME.  
 
Por otro lado, la utilización de endotoxina en nuestro estudio tiene como principal objetivo 
inducir un aumento en la expresión de la proteína UCP3, con la finalidad de relacionar 
diferencias en la expresión de esta proteína con cambios en la conductancia de la membrana 
mitocondrial interna a los protones, de manera que se pudiese estudiar la implicación de esta 
proteína en la protección frente al estrés oxidativo. 
 
La proteína UCP3 cataliza parcialmente la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones en las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético  
 
En condiciones basales, medimos la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones de tipo 
silvestre y deficientes en la expresión de la UCP3, en ausencia y presencia de endotoxina. A 
pesar de los diferentes niveles de expresión de la UCP3 en dichas mitocondrias, no se 
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protones, según se refleja en las Figuras R.16, R.19, R.21 y R.22. Sin embargo, en estudios 
previamente realizados por otros autores se determinó que las mitocondrias aisladas a partir 
del músculo esquelético de los animales KO presentaban una conductancia a los protones 
inferior a la detectada en los animales de tipo silvestre (Gong et al., 2000; Vidal-Puig et al., 
2000), asignando a la UCP3 una clara actividad desacoplante en condiciones basales. En 
oposición a esta afirmación y confirmando los resultados anteriormente citados, también se ha 
publicado que la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones en las 
mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los animales KO es similar a la 
observada en las mitocondrias de animales de tipo silvestre (Cadenas et al., 2002). 
 
Otros trabajos han tratado de determinar el papel de la UCP3 en la conductancia basal a los 
protones intentando relacionar un aumento en su expresión (mediante el ayuno o la 
administración de endotoxina) con cambios en la conductancia a los protones. En este sentido, 
en ratas sometidas a un periodo de 24 h de ayuno se determinó que la expresión de la UCP3 
se incrementaba 2 veces en el músculo esquelético, sin modificarse la conductancia basal a los 
protones (Cadenas et al., 1999). En un estudio posterior, mediante la inoculación de endotoxina 
a ratones, se formuló la misma conclusión (Yu et al., 2000). Sin embargo, en este trabajo se 
determinaron las variaciones en el nivel de expresión de la UCP3 en el músculo esquelético en 
relación a su ARNm (no de la proteína), dificultando la interpretación de los resultados puesto 
que las variaciones en la expresión del ARNm de la UCP3 pueden no corresponderse con 
cambios en la expresión de la proteína (Sivitz et al., 1999). Por otro lado, a pesar de usar en 
nuestro estudio la misma estirpe de ratones y la misma endotoxina que los usados en el trabajo 
de Yu y colaboradores, su protocolo de inoculación consistía en la administración de una dosis 
de 6 mg/kg de peso corporal y un periodo de incubación de 16 h, por lo que los niveles de 
expresión de la proteína UCP3 en dicho estudio no pueden ser inferidos a partir de los 
resultados obtenidos en nuestro trabajo. 
 
Aunque nuestros resultados parecían corroborar que la UCP3 no está implicada en la 
conductancia basal, tras consultar los trabajos recientemente publicados por Parker y 
colaboradores (Parker et al., 2008a; Parker et al., 2008b), decidimos realizar una nueva 
aproximación en el análisis de los resultados mediante el cálculo de la diferencia entre el valor 
de la respiración medido al potencial de 145 mV de las mitocondrias WT y las mitocondrias KO 
(Figura R.24). Esta determinación más detallada nos permitió precisar que, en nuestras 
condiciones experimentales, la UCP3 cataliza el 10% de la conductancia basal a los protones 
en el músculo esquelético. Este resultado es similar al obtenido en los trabajos anteriormente 
citados (Parker et al., 2008a; Parker et al., 2008b), en los que se estimó que la UCP3 cataliza 
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La proteína UCP3 no cataliza la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna 
a los protones en las mitocondrias aisladas a partir del corazón 
 
En condiciones basales, medimos la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones en las mitocondrias aisladas a partir del corazón de los ratones de tipo silvestre y 
deficientes en la expresión de la UCP3, en ausencia y presencia de endotoxina. En las Figuras 
R.25, R.27 y R.28 puede observarse que no se detectaron diferencias en la conductancia basal 
de la membrana mitocondrial interna a los protones a pesar de los diferentes niveles de 
expresión de la UCP3 en dichas mitocondrias.  
 
Seguidamente, a partir de los resultados reflejados en la Figura R.27, se efectuaron los mismos 
cálculos realizados con las mitocondrias de músculo esquelético para la confección de la 
Figura R.24, confirmándose en las mitocondrias de corazón que la UCP3 no se encuentra 
implicada en la regulación de la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los 
protones. El reducido grado de expresión de la UCP3 en este tejido, en comparación con los 
niveles detectados en el músculo esquelético (Figura R.8), podría explicar que en nuestras 
condiciones experimentales no se haya asociado a la UCP3 con un papel en la regulación de la 
conductancia basal a los protones de la membrana interna de las mitocondrias aisladas a partir 
del corazón. 
 
En resumen, en nuestras condiciones experimentales, la UCP3 cataliza únicamente el 10% de 
la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en las mitocondrias 
del músculo esquelético, mientras que no cataliza la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones en las mitocondrias de corazón. No obstante, se decidió 
estudiar también la implicación de esta proteína en el desacoplamiento mitocondrial en 
presencia del radical superóxido (músculo esquelético), y en presencia del compuesto 4-
hidroxinonenal (HNE) (músculo esquelético y corazón), descritos como activadores de la 
conductancia a los protones mediada por la UCP3 (Echtay et al., 2002b; Echtay et al., 2003). 
 
La proteína UCP3 no cataliza la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones en presencia del radical superóxido en las mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético 
 
En nuestro trabajo, la generación exógena del radical superóxido mediante la adición de 
xantina 50 µM y 0,01 U de xantina-oxidasa induce un aumento en la conductancia a los 
protones de la membrana interna de las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético 
(Figura R.16, C y D). El efecto activador del radical superóxido sobre la conductancia mediada 
por la UCP3 fue descrito previamente (Echtay et al., 2002b), basándose los autores en que 
dicha activación se observaba en mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los 
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mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los animales KO. En cambio, 
nuestros resultados parecen indicar que el aumento en la conductancia a los protones inducido 
por el radical superóxido no está mediado por la UCP3, puesto que no está inhibido en 
presencia de GDP, a pesar de utilizar las mismas condiciones de concentración de GDP, 
tiempo y pH de incubación (Figura R.17). 
 
La posibilidad de estar generando, en nuestras condiciones experimentales, una excesiva 
cantidad de superóxido cuyos efectos no pudieran ser inhibidos en presencia de GDP fue 
estudiada mediante la adición al medio de incubación de xantina 50 µM y 0,002 U de xantina-
oxidasa (Figura R.16, A y B). Al disminuir la concentración de la xantina-oxidasa añadida, no 
observamos ningún efecto sobre la conductancia a los protones de la membrana mitocondrial 
interna, a diferencia de los resultados obtenidos por Krauss y colaboradores, que detectaron un 
incremento en la conductancia a los protones en mitocondrias aisladas a partir del riñón con la 
adición de xantina 50 µM y 0,0002 U de xantina-oxidasa, así como en mitocondrias aisladas a 
partir del bazo adicionando xantina 50 µM y 0,0001 U de xantina-oxidasa, siendo este efecto 
inhibido en presencia de GDP (Krauss et al., 2003).  
 
Posteriormente determinamos que el aumento en la conductancia a los protones inducido por 
el radical superóxido generado a partir de xantina 50 µM y 0,01 U de xantina-oxidasa estaba 
mediado por el ANT, debido a que dicha activación era inhibida tras la adición de 
carboxiatractilósido (CAT) 2,5 µM (Figura R.18). Este resultado se opone a los datos 
publicados en el trabajo de Echtay y colaboradores (Echtay et al., 2002b), en el que 
determinaron que el CAT no ejerce ningún efecto sobre el aumento en la conductancia a los 
protones inducido por el superóxido. A este respecto, conviene señalar que en dicho estudio 
utilizaron una concentración de CAT de 1,5 µM, mientras que en nuestro trabajo utilizamos una 
concentración superior. 
 
En definitiva, debido a que la adición del inhibidor específico de la UCP3, GDP, no revierte el 
aumento de la conductancia a los protones inducido por el superóxido, mientras que dicho 
efecto es inhibido en presencia del inhibidor del ANT, CAT, concluimos que la activación que 
induce el radical superóxido sobre la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones de las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratón no está 
catalizada por la UCP3, sino que dicha activación está mediada a través del ANT. 
 
La proteína UCP3 cataliza parcialmente la conductancia de la membrana mitocondrial 
interna a los protones en presencia del 4-hidroxinonenal en las mitocondrias aisladas a 
partir del músculo esquelético 
 
En nuestro estudio, la adición del compuesto HNE (35 µM) induce un aumento en la 
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músculo esquelético (Figuras R.19, R.20 y R.21). Esta activación está mediada por la UCP3 
debido a que al inducir un aumento en la expresión de la UCP3 mediante la administración de 
endotoxina, se produce un aumento en la activación ejercida por el HNE sobre la conductancia 
a los protones (Figura R.19) y, además, tras la adición de HNE, las mitocondrias aisladas a 
partir del músculo esquelético de los animales KO presentan una conductancia a los protones 
inferior a la detectada en las mitocondrias aisladas de animales de tipo silvestre (Figura R.21). 
Sin embargo, el aumento en la conductancia observado tras la adición de HNE no está 
catalizado únicamente por la UCP3 en las mitocondrias del músculo esquelético. Esta 
conclusión se alcanza a partir de dos observaciones: en las mitocondrias de tipo silvestre la 
adición de GDP 500 µM revierte sólo parcialmente dicha activación (Figura R.20) y, además, en 
las mitocondrias de tipo KO, la adición de HNE también induce cierto aumento en la 
conductancia a los protones, aunque menor que el detectado en las mitocondrias de tipo 
silvestre (Figuras R.21 y R.22). Por lo tanto, en el aumento en la conductancia a los protones 
inducido por el HNE no se encuentra únicamente implicada la UCP3, sino que también 
participa otro transportador, el ANT. Este hecho se confirma tras observar que la adición de 
CAT 2,5 µM inhibe el efecto activador del HNE sobre la conductancia a los protones, tanto en 
las mitocondrias de tipo silvestre (Figura R.20) como de tipo KO (Figura R.23). 
 
En las mitocondrias del músculo esquelético, se ha descrito previamente la implicación de 
ambas proteínas (UCP3 y ANT) en el aumento en la conductancia a los protones inducido por 
el HNE (Echtay et al., 2003). Sin embargo, el efecto conseguido con la adición de GDP en 
dicho trabajo difiere del observado en nuestras condiciones experimentales. Echtay y 
colaboradores inhibieron completamente la activación inducida por el HNE mediante la adición 
de GDP mientras que, en nuestras condiciones experimentales, el GDP tan solo inhibía un 46-
56% la activación inducida por el HNE, siendo necesaria la adición conjunta de CAT para 
conseguir una reversión total del efecto del HNE (Figura R.20).  
 
Finalmente, cuantificamos la implicación específica de la UCP3 en el aumento de la 
conductancia a los protones inducido por el HNE a partir de los resultados reflejados en la 
Figura R.21, restando el valor de la respiración en presencia de HNE del valor de la respiración 
en ausencia de HNE, tanto en las mitocondrias de tipo silvestre como en las de tipo KO (Figura 
R.24). Dichos incrementos fueron 30 nmol O/(min·mg de proteína) en las mitocondrias de tipo 
silvestre y 21 nmol O/(min·mg de proteína) en las mitocondrias de tipo KO. A partir de estos dos 
incrementos, en presencia y en ausencia de la proteína UCP3, se determinó que la UCP3 
catalizaba el 30% del aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE en las 
mitocondrias del músculo esquelético. Se pueden comparar estos resultados con los obtenidos 
por Echtay y colaboradores (Echtay et al., 2003) que determinaron que la UCP3 y el ANT 
catalizaban el aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE en el músculo 
esquelético contribuyendo ambos transportadores aproximadamente al 50% en dicho efecto. 
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aumento de la conductancia a los protones inducido por el HNE en este mismo tejido en un 11 
y un 64%, respectivamente (Parker et al., 2008b). Las diferencias existentes entre nuestro 
trabajo y los anteriormente citados en relación a la cuantificación del aumento en la 
conductancia catalizado por la UCP3 pueden deberse a diferencias en el tiempo de incubación 
de las mitocondrias en presencia del sustrato succinato (Parker et al., 2008a), que se hacen 
aún más evidentes en presencia del HNE (Parker et al., 2008b). En nuestro estudio, el tiempo 
de incubación de las mitocondrias desde la adición del succinato hasta la finalización de la 
titulación con malonato y FCCP fue de 7 min. En el primer trabajo anteriormente citado no se 
hace referencia a los tiempos de incubación utilizados (Echtay et al., 2003), por lo que no 
podemos determinar las posibles diferencias entre nuestras condiciones experimentales y las 
utilizadas por dichos autores. En el segundo estudio referido (Parker et al., 2008b) se precisa 
que dicho tiempo de incubación fue de 5,5 min, pudiéndose atribuir a este factor las diferencias 
existentes en el porcentaje del aumento de la conductancia a los protones inducido por el HNE 
y catalizado por la UCP3. 
 
La proteína UCP3 no cataliza la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los 
protones en presencia del 4-hidroxinonenal en las mitocondrias aisladas a partir del 
corazón 
 
En comparación con el músculo esquelético, el papel de la UCP3 en el corazón se ha 
estudiado en un menor número de trabajos e incluso, en algunos de ellos, no ha sido posible 
determinar la existencia de la UCP3 en este tejido (Ricquier and Bouillaud 2000; Pecqueur et 
al., 2001; Echtay et al., 2002b; Echtay et al., 2003).  
 
En nuestro estudio, tras detectar mediante western blot la presencia de esta proteína en las 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de los ratones de tipo silvestre (Figura R.7), se 
determinó que la adición del HNE inducía un aumento en la conductancia de la membrana 
mitocondrial interna a los protones, tanto en las mitocondrias aisladas a partir de ratones de 
tipo silvestre como de tipo KO, no encontrándose diferencias en el grado de activación inducido 
por el HNE, a pesar de las diferencias existentes en la expresión de la UCP3 (Figuras R.25, 
R.27 y R.28). Estos datos parecen indicar que la UCP3 no cataliza el aumento en la 
conductancia a los protones inducido por el HNE en las mitocondrias del corazón, estando esta 
hipótesis apoyada por el hecho de que la adición de GDP 500 µM no inhibe la activación 
inducida por el HNE (Figura R.26). Como se ha indicado anteriormente, el diferente grado de 
expresión de la UCP3 en este tejido y en el músculo esquelético (siendo 6-7 veces inferior en el 
corazón, Figura R.8) podría ser la explicación de que se haya determinado que la UCP3 no se 
encuentra implicada en el aumento de la conductancia a los protones inducido por el HNE, o de 
que la UCP3 ejerza un efecto tan sutil que no llega a ser detectable en nuestras condiciones 
experimentales. En cambio, la adición de CAT 2,5 µM (o de GDP+CAT) inhibe parcialmente la 
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activación de la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones inducida por 
el HNE (Figuras R.26 y R.29). De los resultados anteriores se deduce que parte del efecto 
activador del HNE observado en las mitocondrias del corazón (27-33%) no está catalizado a 
través de la UCP3 ni a través del ANT, debido a que dicho efecto no revierte completamente en 
presencia de GDP, de CAT o de GDP+CAT, haciéndose necesaria la implicación de otras vías 
en la mediación de la activación inducida por el HNE.  
 
La adición de GDP no modifica significativamente la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones, y su efecto inhibidor sobre el aumento en la 
conductancia a los protones inducido por el 4-hidroxinonenal es específico de la UCP3 
 
En nuestro estudio, la implicación de la UCP3 en la conductancia a los protones, tanto basal 
como inducida, se ha determinado mediante la utilización de mitocondrias aisladas a partir de 
animales de tipo silvestre y mutantes deficientes en la expresión de la UCP3, así como 
mediante la utilización del inhibidor clásicamente considerado específico de las UCPs, el GDP 
(Echtay et al., 2001). El efecto de la adición de GDP sobre la conductancia basal de la 
membrana mitocondrial interna a los protones fue estudiado en las mitocondrias del músculo 
esquelético (Figuras R.30 y R.31) y del corazón (Figuras R.32 y R.33). A partir de estas 
gráficas se determinó que la adición de GDP no modificaba significativamente la conductancia 
basal a los protones en nuestras condiciones experimentales, confirmando datos previamente 
publicados (Cadenas et al., 1999; Cadenas and Brand 2000; Echtay et al., 2002b). No 
obstante, aunque las diferencias observadas no eran estadísticamente significativas, sí se 
















































































































































































































































































Figura D.1. Efecto del GDP y el CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a los protones en mitocondrias 
de músculo esquelético de rata (A). Leyenda: , conductancia basal; , adición de GDP; , adición de CAT; , adición de GDP y 
CAT. Valor medio ± SEM de la respiración medido a un potencial de membrana de 180 mV (B). Diferencias significativas respecto al 
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Este hecho concordaría con lo observado recientemente por Parker y colaboradores (Parker et 
al., 2008a), así como con nuestros resultados mencionados anteriormente, según los cuales la 
UCP3 cataliza el 10% de la conductancia basal a los protones en el músculo esquelético. En 
cualquier caso, las diferencias entre los resultados de nuestro trabajo y el de Parker y 
colaboradores puede ser debida a las diferentes condiciones de incubación utilizadas: en 
nuestro trabajo incubamos el GDP durante 10 min previamente a la adición del succinato y 
empleamos 7 min más en finalizar la titulación con malonato y FCCP, mientras que Parker y 
colaboradores preincubaron el GDP 3 min, añadieron el succinato y finalizaron la titulación con 
malonato y FCCP en 5,5 min.  
 
Basándonos en nuestros resultados, podemos concluir que el GDP no modifica 
significativamente la conductancia basal a los protones, al menos en nuestras condiciones 
experimentales, y que el GDP inhibe específicamente el aumento en la conductancia a los 
protones inducido por el HNE que está catalizado a través de la UCP3. Esta afirmación está 
basada en el hecho de que la adición de GDP a las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de ratones de tipo silvestre inhibe parcialmente la activación inducida por el HNE 
(Figura R.20), mientras que al añadir GDP a las mitocondrias aisladas a partir del mismo tejido 
de ratones deficientes en la expresión de la UCP3, éste no ejerce ningún efecto sobre el 
aumento en la conductancia a los protones inducido por el HNE (Figura R.23).  
 
A partir de los experimentos realizados en las mitocondrias de corazón no pudimos inferir 
ninguna conclusión en relación a la especificidad del GDP, puesto que su adición no parecía 
ejercer ningún efecto sobre el aumento inducido por el HNE en la conductancia a los protones 
de la membrana interna de las mitocondrias aisladas a partir de este tejido (Figura R.26). 
 
Nos parece necesario destacar nuestra conclusión sobre el papel inhibidor del GDP sobre la 
conductancia a los protones mediada específicamente por la UCP3, debido a la reciente 
publicación en la que se indica que el GDP puede inhibir la conductancia a los protones 
actuando de forma no específica sobre las UCPs y, en concreto, inhibiendo la conductancia a 
los protones catalizada por el ANT (Parker et al., 2008a). 
 
La adición de carboxiatractilósido disminuye la conductancia basal de la membrana 
mitocondrial interna a los protones, y su efecto inhibidor sobre el aumento en la 
conductancia a los protones inducido por el 4-hidroxinonenal no es específico del ANT, 
sino que también puede inhibir a la UCP3 
 
El efecto de la adición de CAT sobre la conductancia basal de la membrana mitocondrial 
interna a los protones fue estudiado en las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
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indicaron que el CAT disminuye la conductancia basal de la membrana mitocondrial interna a 
los protones, a pesar de no acompañarse esta tendencia de significación estadística (p>0,05).  
 
En concordancia con esta afirmación, en el trabajo citado anteriormente (Parker et al., 2008a) 
se determinó que el CAT inhibía en parte la conductancia basal a los protones en las 
mitocondrias del músculo esquelético, tanto de las aisladas a partir de ratones de tipo silvestre 
como de las aisladas de ratones mutantes deficientes en la expresión de la UCP3, siendo este 
efecto inhibidor superior al ejercido por el GDP. Esta conclusión se obtuvo preincubando el 
CAT durante 3 min, añadiendo seguidamente el succinato y finalizando la titulación con 
malonato y FCCP en 5,5 min, mientras que en nuestras condiciones experimentales se 
preincubó el CAT durante 6 min previamente a la adición del succinato y empleamos 7 min más 
en finalizar la titulación con malonato y FCCP. El diferente protocolo utilizado puede ser el 
responsable del diferente grado de inhibición obtenido en nuestro estudio y el realizado por 
Parker y colaboradores. 
 
La implicación del ANT en la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones, 
tanto basal como inducida, ha sido estudiada en diversos trabajos mediante la utilización de 
CAT, un inhibidor considerado clásicamente específico de este transportador (Echtay et al., 
2003; Brand et al., 2005; Azzu et al., 2008; Parker et al., 2008a; Parker et al., 2008b). Sin 
embargo, la especificidad del CAT como inhibidor de la actividad del ANT ha sido 
recientemente refutada, indicándose que la conductancia mediada a través de la UCP3 
también puede ser inhibida por el CAT (Parker et al., 2008a). Nuestros resultados apoyan esta 
hipótesis, puesto que la adición de CAT a las mitocondrias del músculo esquelético de los 
animales de tipo silvestre induce una inhibición total del aumento en la conductancia a los 
protones inducido por el HNE (Figura R.20) y, como se explicó anteriormente, esta 
conductancia está catalizada en parte por la UCP3 y en parte por el CAT. 
 
En definitiva, nuestros resultados indican que la UCP3 regula parcialmente el aumento en la 
conductancia a los protones inducido por el HNE en las mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético; por lo tanto, se puede atribuir a esta proteína un papel protector frente al 
estrés oxidativo al inducir un ligero desacoplamiento mitocondrial que conduce al descenso del 
potencial de membrana mitocondrial y al aumento en el consumo de oxígeno, provocando 
ambas acciones una disminución de la producción de ROS. Sin embargo, en nuestras 
condiciones experimentales, dicho papel protector de la UCP3 frente al estrés oxidativo no ha 
sido evidenciado en las mitocondrias aisladas a partir del corazón, atribuyéndose esta diferente 
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2. PAPEL DE LA UCP3 EN LOS PROCESOS DE ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN 
MITOCONDRIAS AISLADAS A PARTIR DEL CORAZÓN Y EN CARDIOMIOCITOS 
NEONATALES DE RATA 
 
 
En los procesos de isquemia-reperfusión cardiaca se produce un aumento en la producción de 
ROS (Zweier et al., 1987; Zweier et al., 1989; Levraut et al., 2003; Sack 2006) y, en este 
contexto, se ha sugerido que las UCPs podrían desempeñar un papel protector frente al daño 
oxidativo al mediar un ligero desacoplamiento de la fosforilación oxidativa (apartado 3.4.1 de la 
Introducción).  
 
En relación con la UCP1, se ha determinado que la sobreexpresión de esta proteína en la línea 
celular H9C2 (mioblastos de origen cardiaco) induce un aumento de la supervivencia celular 
tras un proceso de hipoxia-reoxigenación, así como una disminución en la producción de ROS 
(Bienengraeber et al., 2003). En un estudio posterior se afirmó que esta proteína protege frente 
a los procesos de isquemia-reperfusión, al observar que la funcionalidad de los corazones de 
los ratones transgénicos que expresan elevadas cantidades de la UCP1 se recupera mejor de 
40 min de isquemia seguidos de reperfusión que los corazones de ratones de tipo silvestre 
(Hoerter et al., 2004). Por otro lado, en cardiomiocitos neonatales de rata se ha establecido 
que, a pesar de que la sobreexpresión de la UCP2 no confiere actividad desacoplante, esta 
proteína ejerce un papel protector frente al daño oxidativo al disminuir la entrada de calcio en la 
mitocondria y reducir la producción de ROS (Teshima et al., 2003). Una conclusión similar se 
obtuvo en un estudio realizado en la línea celular H9C2 en el que, mediante técnicas de ARN 
de interferencia, se asoció a la UCP2 y a la UCP3 con una disminución en la producción de 
ROS y, por tanto, con un papel protector frente a los procesos de anoxia-reoxigenación 
(McLeod et al., 2005). 
 
En nuestro estudio quisimos determinar si la UCP3 tiene algún papel en la respuesta frente a 
un proceso de isquemia-reperfusión. Con esta finalidad se decidió aplicar un protocolo in vitro 
de anoxia-reoxigenación en mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones de tipo 
silvestre y deficientes en la expresión de la UCP3, así como en cardiomiocitos neonatales de 
rata, transfectados con el gen que codifica la UCP3, con el objetivo de inducir un nivel de 
expresión de esta proteína similar al observado en el corazón de rata adulta (Figura M.12).  
 
La expresión de la proteína UCP3 en los cardiomiocitos neonatales de rata y en las 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratón en presencia de succinato se asocia 
a una mejor recuperación de la función respiratoria tras un proceso de anoxia-
reoxigenación. Sin embargo, en presencia de ADP, la expresión de la UCP3 dificulta la 
recuperación de la función respiratoria tras un proceso de anoxia-reoxigenación en las 
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La UCP3 podría tener un papel protector frente al daño oxidativo en los procesos de isquemia-
reperfusión cardiaca al mediar una ligera despolarización de la membrana mitocondrial interna 
y, por tanto, inducir una disminución en la producción de ROS (Sack 2006). Este posible papel 
protector de la UCP3 se ha analizado en nuestro estudio y en otros trabajos mediante la 
aplicación de diversos protocolos de anoxia-reoxigenación. En nuestro estudio, tras aplicar un 
periodo de anoxia de 20 min, observamos que los cardiomiocitos neonatales de rata y las 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratones que expresan la UCP3 tienden a 
recuperar la función respiratoria mejor que los cardiomiocitos o las mitocondrias que no 
expresan esta proteína (Figuras R.36, B y R.38). A pesar de no alcanzar la significación 
estadística, esta tendencia parece sugerir un cierto papel protector de la UCP3 frente a los 
procesos de anoxia-reoxigenación. Sin embargo, al adicionar ADP a las mitocondrias aisladas 
a partir del corazón, se observó que la ausencia de la proteína UCP3 permite una mejor 
recuperación de la función respiratoria tras el proceso de anoxia-reoxigenación (Figura R.36, 
B). Este hecho se podría explicar argumentando que las mitocondrias que no expresan la 
UCP3 se encuentran más acopladas, sintetizan de manera más eficiente el ATP, y el aumento 
en la síntesis de ATP va asociado a un mayor consumo de oxígeno, incrementándose la tasa 
de la respiración mitocondrial. 
 
En la bibliografía existe cierta controversia en relación a la función de la UCP3 en los procesos 
de anoxia-reoxigenación cardiaca. En cuanto a los efectos de la anoxia o la hipoxia sobre los 
niveles de expresión del ARNm de la UCP3, por un lado se ha descrito que dichos niveles se 
encuentran disminuidos en el corazón de rata (Essop et al., 2004; Stavinoha et al., 2004; Zungu 
et al., 2007), mientras que otros trabajos establecen que dichos niveles aumentan en el 
corazón (McLeod et al., 2005) y en el músculo esquelético (Bo et al., 2008; Lu and Sack 2008) 
de este animal tras un periodo de hipoxia. En otros estudios se ha tratado de determinar el 
papel de la UCP3 en el preacondicionamiento isquémico y la posterior respuesta frente a un 
proceso de anoxia-reoxigenación. En este sentido se detectó que los niveles de expresión del 
ARNm de la UCP3 se encuentran aumentados en el corazón preacondicionado de rata, y este 
aumento se correlaciona con una disminución en el tamaño de los infartos (McLeod et al., 
2005), lo que sugiere que la UCP3 ejerce un papel protector frente a los procesos de isquemia-
reperfusión. En este mismo trabajo, mediante la técnica de ARN de interferencia dirigida contra 
la expresión de la UCP3, se determinó que los mioblastos de la línea celular cardiaca H9c2 
perdían parte de su capacidad de preacondicionamiento frente a la anoxia-reoxigenación. En 
cambio, la tolerancia a la anoxia de dicha línea celular no disminuía a pesar de inhibirse la 
expresión de la UCP3. 
 
En resumen, es preciso realizar nuevos estudios que ayuden a interpretar el papel de la UCP3 
en los procesos de isquemia-reperfusión, prestando especial atención a la relación existente 
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parecen indicar que la inhibición de la expresión de la UCP2 y la UCP3 induce un aumento en 
la producción de ROS en cardiomiocitos sometidos a un proceso de anoxia-reoxigenación 
(McLeod et al., 2005). De acuerdo con este resultado, ambas UCPs se encontrarían implicadas 
en la tolerancia a la isquemia y ejercerían una función protectora formando parte de los 
sistemas de defensa antioxidantes de la célula. 
 
 
3. PRESENCIA DE LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA MITOCONDRIAL EN EL MÚSCULO 
ESQUELÉTICO DE RATONES TRAS LA ADMINISTRACIÓN DE ENDOTOXINA: 
PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO Y EFECTOS SOBRE LA RESPIRACIÓN 
 
 
Como último capítulo de nuestro estudio, nos planteamos determinar la posible presencia de la 
óxido nítrico sintasa mitocondrial (mtNOS) en el músculo esquelético a través de la detección 
del óxido nítrico (NO) producido por esta enzima y de los efectos que dicho gas pudiera ejercer 
sobre la respiración. Ambas aproximaciones precisaron de una optimización previa de las 
condiciones experimentales, por lo que se realizó un estudio instrumental comparativo, en 
relación a las medidas de consumo de oxígeno y de producción de NO, entre un respirómetro 
convencional de tipo Clark y un respirómetro de alta resolución. 
El flujo de oxígeno instrumental es menor en un respirómetro de alta resolución que en 
un respirómetro convencional 
Tradicionalmente, las medidas de consumo de oxígeno se han realizado mediante técnicas 
polarográficas basadas en la utilización de electrodos de tipo Clark. Sin embargo, cuando se 
precisa realizar estas determinaciones en el rango de concentraciones fisiológicas de oxígeno 
o en hipoxia, surgen diversos problemas instrumentales al utilizar este tipo de electrodos 
(Wilson et al., 1988; Méndez 1994). El desarrollo de la respirometría de alta resolución ha 
permitido evitar o minimizar la difusión de oxígeno y estabilizar la señal recogida por el 
electrodo con un tiempo de resolución adecuado, siendo estas características necesarias para 
la realización de medidas de consumo de oxígeno fiables a concentraciones bajas de este gas 
(Gnaiger et al., 1995). 
 
En nuestro laboratorio se determinó, a partir de las ecuaciones de la Figura R.39, la existencia 
de un mayor consumo de este gas por parte del electrodo de un respirómetro convencional que 
de un respirómetro de alta resolución a la concentración de oxígeno atmosférica (172 µM). 
Asimismo, la difusión de este gas desde el exterior al interior de la cámara del respirómetro es 
superior en el respirómetro convencional que en el de alta resolución a concentraciones bajas 
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son más precisas que las realizadas en el respirómetro convencional y, además, el primero 
incorpora la corrección automática del flujo instrumental en todo el rango de concentraciones 
de oxígeno. 
 
Seguidamente, mediante la utilización de un electrodo de NO, se compararon las medidas de 
NO realizadas en la cámara de un respirómetro convencional y en la de un respirómetro de alta 
resolución. 
 
La cuantificación de la producción de NO no se ve afectada por la utilización de la 
cámara de un respirómetro convencional o de alta resolución 
 
La cuantificación de la producción de NO no se ve afectada por la realización de las medidas 
en la cámara del respirómetro convencional o de alta resolución (Figura R.44), puesto que los 
cálculos de la producción de NO se realizan a partir de la recta de calibración obtenida en las 
mismas condiciones experimentales que las medidas de NO. Sin embargo, se debe tener en 
cuenta que el valor absoluto de la intensidad de la señal (pA) recogida por el electrodo de NO 
se ve afectada por el estado de la cámara, abierta o cerrada (Figura R.40, A), así como por la 
realización de las medidas en la cámara de uno u otro respirómetro en relación con su valor 
máximo (Figuras R.42 y R.43, A) y a su estabilidad transcurrido un breve periodo de tiempo (5 
min), especialmente cuando se intentan detectar concentraciones de NO inferiores a 1 µM 
(Figura R.43, B). 
 
Los resultados del estudio instrumental comparativo entre el respirómetro convencional y el de 
alta resolución nos llevaron a optar por la utilización de éste último a la hora de intentar 
determinar el NO producido por la mtNOS y su efecto inhibidor sobre la respiración 
mitocondrial. Esta decisión se tomó basándonos en que se ha descrito que la producción media 
del NO generado por la mtNOS es de 1,70 ± 0,66 nmol/(min⋅mg) de proteína, habiéndose 
obtenido este valor tras calcular la media de los valores de producción de NO aportados por 
distintos estudios realizados con diferentes preparaciones mitocondriales y técnicas analíticas 
(Brookes 2004). Dado que la producción de NO que se esperaba detectar en nuestro trabajo 
debía estar en torno a dicha tasa, y que el grado de inhibición que ejerce el NO sobre la 
respiración es más potente cuanto menor es la concentración de oxígeno (Brown and Cooper 
1994; Takehara et al., 1995; Koivisto et al., 1997), la utilización de un respirómetro de alta 
resolución nos permitía estudiar con mayor fiabilidad el efecto del NO sobre la respiración a 
bajas concentraciones de oxígeno (30 y 10 µM). Así, en la cámara de este respirómetro, la 
difusión de este gas y del NO es menor (según demuestra nuestro estudio instrumental 
comparativo), aporta una corrección automática del flujo de oxígeno instrumental en tiempo real 
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La producción de NO por la mtNOS no es detectable mediante la utilización de un 
electrodo de NO en la cámara de un respirómetro de alta resolución 
 
Con la finalidad de detectar el NO producido por la mtNOS, aislamos mitocondrias a partir del 
músculo esquelético de ratones de tipo silvestre a los que se les había inyectado solución 
salina estéril o endotoxina a una dosis de 12 mg/kg de peso corporal y 24 h de incubación. La 
administración de endotoxina se ha utilizado en diversos estudios como modelo de inducción 
de la mtNOS con la finalidad de detectarla y posteriormente caracterizarla funcionalmente 
(Callahan et al., 2001; Boveris et al., 2002; Escames et al., 2003; Alvarez and Boveris 2004; Xu 
et al., 2005). En nuestro trabajo, previamente comprobamos mediante western blot que dicha 
pauta de administración de endotoxina inducía la expresión de la iNOS en el tejido muscular 
esquelético (Figura R.46), y que la presencia de NO era detectable mediante microscopía 
confocal gracias a la fluorescencia emitida por el fluorocromo DAF-FM (Figuras R.47 y R.48).  
 
En nuestras condiciones experimentales, las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de ratones de tipo silvestre no produjeron una concentración de NO detectable 
mediante la utilización de un electrodo de NO (ISO-NOP, World Precision Instruments Inc.) 
insertado en la cámara del respirómetro de alta resolución (Figura R.49).  
 
El electrodo de NO ha sido aplicado previamente a la detección del NO producido por la 
mtNOS en otros estudios, obteniéndose similares resultados negativos en mitocondrias 
aisladas a partir del hígado de rata (Tay et al., 2004) y en mitocondrias aisladas a partir del 









Figura D.2. Consumo de oxígeno y producción de NO de las mitocondrias aisladas a partir del hígado de rata (2 mg/ml). El consumo 
de oxígeno se determinó mediante la utilización de un electrodo de tipo Clark mientras que la producción de NO se determinó con un 
electrodo sensible a NO, en presencia del sustrato de las NOS L-arginina (L-arg) 10 mM (A) y del inhibidor de las NOS L-NAME 10 mM 
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Sin embargo, otros autores consiguieron detectar el NO producido por mitocondrias aisladas a 
partir del corazón (Kanai et al., 2001) y del hígado de rata (Schild et al., 2003; Castello et al., 
2006) mediante la utilización de la misma técnica instrumental. En el corazón se determinó que 
las mitocondrias generaban una concentración de 28 ± 9 nM de NO en presencia de L-arginina 
y diversos cofactores, mientras que dicha producción de NO no se detectaba al añadir el 
inhibidor de las NOS, L-NMMA. En el hígado, la concentración de NO detectada fue inferior (12 
nM/min (Castello et al., 2006) y 13 nM/min (Schild et al., 2003)) inhibiéndose su producción en 
presencia del inhibidor de las NOS, L-NAME. En el corazón se determinó que las mitocondrias 
generaban una concentración de 28 ± 9 nM de NO en presencia de L-arginina y diversos 
cofactores, mientras que dicha producción de NO no se detectaba al añadir el inhibidor de las 
NOS, L-NMMA. En el hígado, la concentración de NO detectada fue inferior: 12 nM/min 
(Castello et al., 2006) y 13 nM/min (Schild et al., 2003), inhibiéndose su producción en 
presencia del inhibidor de las NOS L-NAME.  
 
Posteriormente determinamos que el límite de detección del electrodo de NO utilizado en 
nuestro estudio se encontraba alrededor de 50 nM de NO; por lo tanto, en el caso de que la 
producción de NO por parte de la mtNOS fuese inferior a este valor, no sería detectable. Tras 
no conseguir detectar directamente el NO producido por la mtNOS, intentamos determinar 
indirectamente la presencia de este gas mediante el estudio de la inhibición de la respiración a 
concentraciones bajas de oxígeno. 
 
La inhibición de la respiración inducida por el NO producido por la mtNOS es detectable 
en presencia de L-arginina a 10 µM de oxígeno en mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético de ratones inoculados con endotoxina  
 
El valor de la respiración se determinó en el respirómetro de alta resolución a 30 y 10 µM de 
oxígeno, en presencia y ausencia de ADP 1 mM, puesto que se ha descrito que la respiración 
en el Estado III presenta una mayor sensibilidad al efecto inhibidor del NO que en el Estado IV 
(Brookes et al., 2003). Tras añadir el sustrato de las NOS L-arginina, no se detectaron 
diferencias estadísticamente significativas en el valor de la respiración medido a 30 µM de 
oxígeno entre las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones control 
y de los ratones a los que se le había inoculado endotoxina (Figura R.51, A). Sin embargo, al 
determinar el valor de la respiración de las mitocondrias aisladas a partir de los ratones 
inoculados con endotoxina a la concentración de oxígeno fisiológica celular, 10 µM (Brookes et 
al., 2003), detectamos que la adición de L-arginina inducía cierta inhibición de la respiración 
(Figura R.51, C), siendo este efecto abolido en presencia del inhibidor de las NOS, L-NMMA 
(Figura R.51, D). Los diferentes resultados obtenidos a 30 y 10 µM de oxígeno se encuentran 
en concordancia con el diferente grado de inhibición que ejerce el NO sobre la actividad de la 
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compiten por el mismo sitio de unión en el centro reactivo de la citocromo c oxidasa (Brown and 
Cooper 1994; Cleeter et al., 1994; Takehara et al., 1995; Koivisto et al., 1997). 
 
El valor de la p50 de la respiración aumenta al adicionar L-arginina a las mitocondrias 
aisladas a partir del músculo esquelético de los ratones inoculados con endotoxina 
 
El valor de presión parcial de oxígeno a la que la respiración es la mitad de la máxima viene 
definido por la p50, un valor inversamente proporcional a la afinidad que presenta la citocromo c 
oxidasa por el oxígeno. En nuestro estudio, determinamos que el valor de la p50 de la 
respiración de las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones a los que 
se les administró endotoxina aumenta en presencia de L-arginina (de 0,4 a 0,7 µM), y que dicho 
aumento desaparece en presencia de L-NMMA (Figura R.52).  
 
En conclusión, los resultados obtenidos (Figuras R.51 y R.52) indican que el protocolo de 
administración de endotoxina se relaciona con la producción de NO en presencia del sustrato L-
arginina, es decir, en las mitocondrias del músculo esquelético se detecta la actividad de una 
NOS de naturaleza inducible.  
 
Existe cierta controversia en relación con la naturaleza de la mtNOS, describiéndose 
inicialmente que esta enzima presentaba cierta similitud con la eNOS (Bates et al., 1995; 
Kobzik et al., 1995). Posteriormente se describió que la mtNOS se encontraba relacionada en 
mayor medida con la nNOS (Kanai et al., 2001; Giulivi 2003). Algunos autores consideran que 
podría ser la propia nNOS la que, tras sufrir una modificación post-translacional, fuera 
incorporada en la mitocondria (Elfering et al., 2002), mientras que otros afirman que dicha 
enzima se expresa constitutivamente en la mitocondria, siendo codificada por el mismo gen 
que codifica la nNOS (Haynes et al., 2004). Por el contrario, otros trabajos han determinado la 
naturaleza inducible de la mtNOS basándose en la detección de esta proteína en mitocondrias 
de hígado  (Tatoyan and Giulivi 1998; Escames et al., 2003), corazón (French et al., 2001) y 
pulmón (Escames et al., 2003) mediante la utilización de anticuerpos anti-iNOS por western 
blot. En nuestro estudio, en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético, no 
conseguimos detectar la mtNOS mediante western blot utilizando un anticuerpo anti-iNOS, e 
incluso la utilización de este anticuerpo nos sirvió como comprobación del grado de pureza de 
las mitocondrias aisladas al poder detectar proteína iNOS en el tejido muscular y no detectar 
dicha proteína en las mitocondrias (Figura R.46). 
 
La naturaleza inducible de la mtNOS también se ha determinado en algunos trabajos al 
observar un aumento en su expresión o en su actividad al provocar un estado de sepsis en 
animales de experimentación, mediante la administración de endotoxina (Boczkowski et al., 
1999; Boveris et al., 2002; Escames et al., 2003; Alvarez and Boveris 2004) o mediante el 
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al., 2006). Nuestros resultados corroboran la naturaleza inducible de la actividad de la mtNOS, 
al detectarse únicamente cierta inhibición de la respiración o un aumento en el valor de la p50 
(ambas, medidas indirectas de la presencia de NO) en las mitocondrias aisladas a partir de 
ratones a los que se les había administrado endotoxina. Sin embargo, algunos autores 
proponen que la mtNOS presenta distinta naturaleza en función del tejido en el que se exprese 
(Giulivi 2003; Alvarez and Boveris 2004; Brookes 2004), siendo una isoforma más próxima a la 
nNOS en el cerebro, el corazón y el músculo esquelético, mientras que la naturaleza de la 
mtNOS en el hígado y en el pulmón tendría mayor similitud con la iNOS (Giulivi 2003). Por el 
contrario, otros consideran que la mtNOS presenta una naturaleza distinta a la nNOS, eNOS y 
iNOS, o que dichas isoformas no se encuentran en la mitocondria a concentraciones 
fisiológicamente relevantes (Lacza et al., 2003). Por otro lado, en un estudio realizado 
recientemente en mitocondrias de músculo esquelético de ratón se determinó que la 
mitocondria expresa dos isoformas de la mtNOS: una de manera constitutiva y la otra inducible 
frente a un proceso de sepsis (Escames et al., 2006). En este trabajo, la naturaleza inducible 
de la mtNOS se veía corroborada por el hecho de que los autores no detectaron actividad, ni 
basal ni inducida mediante el protocolo de sepsis, de la mtNOS en mitocondrias aisladas a 
partir de ratones deficientes en la expresión de la iNOS, sugiriendo que la mtNOS está 
codificada por el mismo gen que la iNOS. 
 
En nuestro estudio, podemos determinar que la administración de endotoxina induce un 
aumento en la actividad de la mtNOS, detectándose la inhibición de la respiración a 10 µM de 
oxígeno y un aumento en el valor de la p50 al adicionar el sustrato L-arginina, es decir, 
detectamos los efectos que ejerce el NO sobre la respiración. Sin embargo, no podemos 
aseverar con total seguridad que dicho NO sea producido por la mtNOS, al describirse en la 
literatura que el aislamiento de mitocondrias presenta tan sólo un 40-90% de pureza (Kanai et 
al., 2004) o como máximo del 96% al realizar el aislamiento utilizando gradientes de Percoll 
(Giulivi 1998), pudiéndose producir una contaminación con las NOS citosólicas en el proceso 
de aislamiento. Además, la eNOS y la nNOS poseen puntos de anclaje específicos a los lípidos 
de membrana (Alderton et al., 2001), mientras que la iNOS se puede adherir no 
específicamente a las membranas biológicas (Hiki et al., 1991), por lo que estas isoformas 
podrían contaminar las preparaciones de mitocondrias aisladas durante el proceso de 
homogeneizado tisular. Tampoco se debe olvidar que en la mitocondria se ha descrito la 
generación de NO de forma independiente de las NOS a partir de la conversión de nitritos en 
NO en condiciones reductoras, estando catalizada esta reacción por el Complejo bc1 
mitocondrial (Nohl et al., 2000).  
 
Independientemente de la naturaleza de la mtNOS, es necesario destacar la importancia 
biológica que ejerce esta enzima sobre la respiración celular, siendo fundamental en 
numerosas condiciones fisiopatológicas en las que la respiración mitocondrial se encuentra 
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expresión de la mtNOS en los diferentes tejidos, sobre si su actividad se encuentra coordinada 
con la expresión de las demás NOS, así como sobre su implicación en diversos procesos 
fisiopatológicos (Kato and Giulivi 2006). Por lo tanto, es necesario realizar nuevos estudios 
dirigidos a aclarar estas incógnitas, con el apoyo de técnicas instrumentales que permitan 
cuantificar la producción de NO de manera fiable a pesar de ser un gas de vida media corta, 
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A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral se pueden extraer 
las siguientes conclusiones: 
 
 
1. La deleción del gen que codifica la proteína UCP3 o el aumento en su expresión 
mediante la administración de endotoxina no modifica el control respiratorio, la 
capacidad máxima de la respiración mitocondrial ni los niveles de expresión del ANT en 
las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético y del corazón de ratón. 
 
 
2. La proteína UCP3 cataliza únicamente el 10% de la conductancia basal de la 
membrana mitocondrial interna a los protones en las mitocondrias aisladas a partir del 
músculo esquelético de ratón y no cataliza dicha conductancia en las mitocondrias del 
corazón de ratón. Además, en ambos tejidos se aprecia una tendencia del ANT a 
actuar como catalizador de la conductancia basal. 
 
 
3. La activación que induce el radical superóxido sobre la conductancia de la membrana 
mitocondrial interna a los protones de las mitocondrias aisladas a partir del músculo 
esquelético de ratón no está catalizada por la UCP3, sino que dicha activación está 
mediada a través del ANT. 
 
 
4. La activación de la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones 
inducida por el 4-hidroxinonenal, está catalizada parcialmente por la proteína UCP3 
(30%) y por el ANT en las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de 
ratón. Sin embargo, la proteína UCP3 no cataliza de manera significativa el aumento en 
la conductancia de la membrana mitocondrial interna a los protones inducido por el 4-
hidroxinonenal en las mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratón, sino que 
dicho aumento está catalizado parcialmente por el ANT y por otras vías distintas a este 
transportador y a la UCP3. 
 
 
5. El GDP ejerce un efecto inhibidor sobre el aumento en la conductancia a los protones 
inducido por el 4-hidroxinonenal específicamente mediado a través de la UCP3, 
mientras que el carboxiatractilósido no inhibe específicamente al ANT, desempeñando 
también cierto papel inhibidor sobre el aumento en la conductancia a los protones 
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6. La expresión de la proteína UCP3 en los cardiomiocitos neonatales de rata y en las 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratón en presencia de succinato se asocia 
a una mejor recuperación de la función respiratoria tras un proceso de anoxia-
reoxigenación. Sin embargo, en presencia de ADP, la expresión de la UCP3 dificulta la 
recuperación de la función respiratoria tras un proceso de anoxia-reoxigenación en las 
mitocondrias aisladas a partir del corazón de ratón. 
 
 
7. La cuantificación de la producción de NO no se ve afectada por la utilización de un 
respirómetro convencional o de alta resolución, siempre que se realice la calibración 
del electrodo de NO en las mismas condiciones experimentales que las medidas de 
NO. No obstante, la señal recogida por el electrodo de NO es más intensa y más 
estable a lo largo del tiempo en el respirómetro de alta resolución. Además, la medida 
del consumo de oxígeno se realiza con mayor precisión en un respirómetro de alta 
resolución que en un respirómetro convencional, debido a que el flujo de oxígeno 
instrumental es menor en el primero de ellos. 
 
 
8. En las mitocondrias aisladas a partir del músculo esquelético de ratones inoculados 
con endotoxina se detecta una inhibición de la respiración en presencia del sustrato de 
las NOS, L-arginina, al realizar dichas medidas a la concentración de oxígeno de 10 
µM, así como un aumento del valor de la p50. Estos efectos son debidos a la presencia 
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